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(54) Verfahren zur Stabilisierung und/oder Isolierung von Nukleinsauren 

(57) Die vorliegende Erf indung betrifft ein Verfahren 
zur Stabilisierung und/oder Isolierung von NukJeinsau- 
ren, wobei eine btologische Probe, die Nukleinsaure 
enthait, mit einer kationischen Verbindung in Kontakt 
gebracht wird. Die Erfindung betrifft ferner die kationi- 
sche Verbindung an sich, sowie die Verwendung der 
kationischen Verbindung zur Stabilisierung und/oder 
Isolierung von Nukleinsauren. Die Erfindung betrifft 
weiterhin pharmazeutische Zusammensetzungen, dia- 
gnostische Zusammensetzungen und Zusammenset- 
zungen zur Forschung, die kationische Verbindungen 
enthalten oder die einen Komplex enthalten, der nach 
dem Kontakt der kationischen Verbindung mit der 
Nukleinsaure entsteht. 
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Beschreibung 

[0001] Die vorliegende Erfindung betrrfft ein Verfahren zur Stabilisierung und/oder Isolierung von Nukleinsauren 
wobe. e.ne biologische Probe, die Nukleinsauren enthalt. mit einer kationischen Verbindung in Kontakt gebracht wird' 
Die Erfindung betrrfft ferner die kationische Verbindung an sich sowie die Verwendung der kationischen Verbindung zur 
Stabilisierung und/oder Isolierung von Nukleinsauren. Die Erfindung betrifft weiterhin pharmazeutische Zusammenset- 
Z TT' d * 9n °f sche Zusammensetzungen und Zusammensetzungen zur Forschung, die kationische Verbindungen 
enthalten oderdie einen Komplex enthalten. der nach dem Kontakt der kationischen Verbindung mit der Nukleinsaure 

entStent. 

l H° 02 }, ., ES iSt S6it ' an9em bekannt - dal3 die genetische Herkunft und funktionelle Aktivitat einer Zelle durch Studien 
ihrer Nukleinsauren bestimmt und untersucht werden kann. Die Analysen der Nukleinsauren ermoglichen den direkten 
Zugnff auf die Ursache der Aktivitaten von Zellen. Sie sind somit indirekten. konventionellen Methoden wie z B dem 
Nachwets von Stoffwechsechselprodukten, potentiell uberlegen. Daher ist fur die Zukunft mit einer starken Verbreitung 
von NuWeinsaureanalysen zu rechnen. So werden molekularbiologische Analysen bereits in vielen Bereichen einge- 
setzt. z.B. in der medizinischen und Winischen Diagnostik. in der Pharmazie bei der Entwicklung und Evaluierung von 
! ' V d6r Lebensmi « elan a»ytik sowie bei der Uberwachung der Lebensmittelherstellung. in der Agrarwirt- 
schaft be. der Zuchtung von Nutzpflanzen und Nutztieren sowie in der Umweltanalytik und in vielen Forschungsgebie- 

[0003] Durch die Analyse der RNA, speziell der mRNA in Zellen, lassen sich die Aktivitaten von Genen direkt 
bestimmen. Die quantitative Analyse von Transkriptmustern (mRNA-Mustern) in Zellen durch moderne molekularbiolo- 
gische Methoden. wie z.B. Echtzeit- Reverse Transkriptase PCR ("Real-Time RT-PCR") oder Genexpressions-Chip- 
Analysen ermeghcht z.B. die Erkennung fehlerhaft exprimierter Gene, wodurch z.B. Stoffwechselkrankheiten Infektio- 
Entstenun 9 von Krebs erkannt werden kfinnen. Die Analyse der DNA aus Zellen durch molekularbiologi- 
sche Methoden. wie z.B. PCR. RFLP. AFLP Oder Sequenzierung ermSglicht z.B. den Nachweis genetischer Defekte 
Oder die Besbmmung des HLA-Typs sowie anderer genetischer Marker 

f? 004 ^ J*? Ana ' ySe 9 enomischer DNA und RNA wird auch zum direkten Nachweis von infektiosen Erregem wie 
Viren, Baktenen usw. eingesetzt. 

[0005] Unbedingte Voraussetzung fur Nukleinsaureanalytik ist die sofortige Stabilisierung der Nukleinsauren nach 
Entnahme der biologischen Probe aus ihrer naturlichen Umgebung. Dies gilt fur DNA und RNA. insbesondere fur RNA 
die nach Entnahme der biologischen Probe sehr schnell abgebaut werden kann. Andererseits kann es nach der Ent- 
nahme der biologischen Probe z.B. durch Induktion von Strefigenen auch zur Synthese neuer mRNA-MolekOle kom- 
Sls^M werde C rf S p,muster der Ze " en verandert werden ««nn. Dadurch konnen nachfolgende Analysen 

[0006] Die Stabilisierung von Nukleinsauren. insbesondere Ober langere ZeftrSume wie z.B. mehrere Stunden oder 
♦ PJ* uf" o mrt HHfe VOn f0r Routin eanalysen geeigneten Mitteln ist bislang kaum moglich. Dies ist sehr nach- 
teilhaft da zJJ. im medizinischen Bereich hSufig. etwa in einer Praxis. NukJeinsaure-haltige Proben genommen werden 
™Lf-I? lingerer Lagerung und einem Transport in ein Labor weiter untersucht werden konnen 
[0007] In der Zwischenzeit konnen sich die in den Proben enthaltenen Nukleinsaure verandern oder sogar vollstan- 
T S beeinf,u6t nat0rlicn das Ergebnis spater durchgefuhrter Tests massiv oder macht diese ganzlich 
unrnoghch^ Fur sotehe Tests werden molekularbiologische Techniken wie bespielsweise PCR. Reversed-Transcription- 
SkiTT } ' S " nR,se ' LCR - branched-DNA (bDNA). SDA, DNA- und RNA-Chips und Arrays zur Genexpressions- 
und I Mutatonsanalytik. differential display Analytik. RFLP. AFLP. cDNA-Synthesen, subtraktive Hybridisierung oder die 
TaqMan-Technologie und Shnliche EchtzeitquanWizierungsverfahren eingesetzt 
„ !!£!S r^*^..-* 0 ^ 6 ' Stebilisierun 9 betriff t die vorliegende Erfindung auch die Isolierung von Nukleinsauren. 
45 [0009] Dabe. soli die Bezeichnung "Nukleinsaure" in ihrem breitesten Sinn verstanden weiden. also Ribonuklein- 
sauren (RNA) wie auch Desoxyribonukleinsauren (DNA) in alien Ungen und Konfigurationen. wie Doppelstrang Ein- 
zelstrang. circular und linear, verzweigt usw. umfassen und alle moglichen Unterarten. wie z.B. monomere Nukleotide 
Oligomere. Plasmide. virale und bakterielle DNA und RNA. sowie genomische und nichtgenomische DNA und RNA 

™ r^a bma ^!fH aenZeSlGn anderen Eukar y° ten ' mRN A in prozessierter und unprozessierter Form. tRNA. hn- 

so hi IMA, rRNA, cDNA usw. 

[0010] Stabilisierung und Isolierung sind zwei wichtige Schritte in einer Reaktionskaskade. die eine Analyse auf 
NuWeinsaurebas.s darstellt Diese Kaskade konnte schematisch wie folgt dargestellt werden: 

Probennahme^ Stabilisierung Lagerung^Nukleinsaure-isolierung/Reinigung^Enzymatische Manipula- 

tion-»Nachweis-»Datenanalyse 

[001 1] Die vorliegende Erfindung befa6t sich mit den hervorgehobenen Schritte dieser Kaskade. 
[0012] ts giot eine Reihe von Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren, wobei die Zelle zerstort wird und die 
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RNA und/oder DNA in LGsung freigesetzt wird. Bekannte Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren aus komplexen 
Materialien wie Blut, Serum, Urin oder Faeces umfassen in der Regel die Lyse des biologischen Materials durch ein 
Detergenz in Gegenwart von Proteinasen, gefolgt von mehreren Extraktionen mit organischen Losungsmitteln, z.B. 
Phenol und/oder Chloroform, eine Ethanol-Prazipitation und erne Dialyse der Nukleinsauren. Solche Verfahren werden 

5 z.B. von Chirgwin et al. (Biochem, 18:5294-5299 (1979)). D.M. Wallace in Meth. Enzym., 152:33-41 (1987), (P. Chom- 
czynski und N. Sacchi, Anal Biochem., 162:156-159 (1987) und "Preparation and Analysis of RNA" in Current Proto- 
cols in Molecular Biology, Unit 4.2 (Supplement 14), Herausgeber FM Ausubel et al.. John Wiley (1991)). (T. Maniatis 
et al.. Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbour Laboratory (1992)); (LG. Davis et al. "Guanidine 
Isothiocyanate Preparation of Total RNA" und "RNA Preparation: Mini Method" in Basic Methods in Molecular Biology, 

10 Elsevier, N Y Seiten 130-138 (1991)) und in dem US Patent Nr. 4,843,155 fur Chomczynski beschrieben. 

[0013] Es ist ferner bekannt Nukleinsauren aus verschiedenen Ausgangsmaterialien zu isolieren, indem das Aus- 
gangsmaterial mit einer chaotropen Substanz und einer die Nukleinsaure bindenen. festen Phase gemischt wird. In 
einem weiteren Schritt wird die teste Phase von der Flussigkeit getrennt und gewaschen. Falls notig, konnen die Nukle- 
insauren von der festen Phase eluiert werden (US 5,234,809). 

is [0014] Diese bekannten Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren aus biologischen Materialien sind oft sehr 
arbeits- und zeitaufwendig. Die meist relativ groBe Anzahl von Schritten, die notwendig ist um die Nukleinsauren aus 
solchen Ausgangsmaterialien zu reinigen, vergr6Bern das Risiko einer Ubertragung der Nukleinsauren von Probe zur 
Probe, wenn gleichzeitig verschiedene klinische Proben verarbertet werden. Wenn die Nukleinsaure fur den nachfol- 
genden Nachweis der Gegenwart von Nukleinsauren von z.B. einem pathogenen Organismus durch ein Nukleinsaure- 

20 Amplrfikationsverfahren isoliert wird, z.B. fur die sehr sensitive Polymerase-Kettenreaktion. fuhrt das Risiko einer sol- 
chen Ubertragung von Nukleinsauren zwischen verschiedenen Proben zu falschposrtiven Resultaten, was naturlich 
einen ernsten Nachteil darstellt. 

[0015] In MacFarlane US 5,010,183 und MacFarlane US 5,300,635 werden ausfuhrlich Verfahren zur Isolierung 
von Nukleinsauren urrter Verwendung kationischer Detergenzien auf der Basis quartarer Ammoniumverbindungen 

25 beschrieben. Die in den oben genannten Patenten geschOtzten Ammoniumverbindungen haben alle die allgemeine 
Form [N(R)4] + X', wobei R fur verschiedene Alkyl- oder Arylgruppen mit einer unterschiedlichen Anzahl der C-Atome 
steht und X fur ein Gegenion aus einer Gruppe von Carbonsduren. Sulfat. Phosphat oder einem Halogenid. AuBerdem 
sind hohe g-Zahlen zur Pelletierung der Komplexe aus Nukleinsaure und Detergenz notwendig. Die Isolierung von 
Nukleinsauren mit den oben beschriebenen Verfahren ist zwar im Prinzip mOglich, jedoch sind hohe Carrier-Mengen 

30 und hohe g-Zahlen notwendig. 

[0016] Die in den oben genannten Patenten beschriebenen Beispiele beziehen sich alle auf die Extraktion von 
Nukleinsauren aus Vollblut oder Zellen (menschliche und E.coli). In diesen Probenmaterialien ist eine gewisse Mindest- 
menge an Nukleinsauren vorhanden. ZT. wurde zusatzlich noch tRNA als Carrier zugegeben. Am Beispiel der Aufrei- 
nigung von Weinen Mengen (z.B. in niedrigen Kopienzahlen bei viralen Infektionen) von RNA aus zellfreien 

35 Probenmaterialien wie Plasma konnte am Beispiel des Tetradecyltrimethylammonium-Oxalats gezeigt werden, daB 
eine Komplexierung/Pelletierung nur unter Einsatz groBer Mengen Carrier RNA (100 u^g/ml Plasma) mOglich ist Die 
Notwendigkeit einer solchen Aufreinigung stellt sich z.B. beim Nachweis viraler RNA in Plasma- oder Serumproben. 
Die hohen Carriermengen stellen bei einem nachfolgenden Nachweis der viralen RNA mittels RT-PCR ein Problem dar, 
da die reverse Transkription durch hohe Carrierkonzentrationen inhibiert wird. MacFarlane beschreibt selber auch eine 

40 niedrigere Sensitivitat des Nachweises von HCV in Plasma (ohne Carrier), verglichen mit Blut (Schmidt et al. 
J.Med.Virol. 47: 153-160 (1995)). Ohne hohe NuWeinsauremengen ist die Sensitivitat sehr schlecht. Desweiteren 
beschreibt MacFarlane in US 5,300,635 die Sedimentation der RNA-Detergenz-Komplexe durch Zentrrfugation bei 
hohen g-Zahlen (16000 x g in den Beispielen 4, 5 und 6). Es konnte ebenfalls gezeigt werden. daB eine Zentrifugation 
bei niedrigeren g-Zahlen nicht ausreicht, um RNA-Tetradecyltrimethylammonium Oxalat-Komplexe aus Plasma zu 

45 sedimentieren. Zur Auf reinigung viraler RNA aus groBen Volumina Plasma oder Serum (> 1ml) ist es zwingend not- 
wendig, die Sedimentation der Nukleinsaure-Detergenz -Komplexe bei niedrigen g-Zahlen zu erretchen, da ansonsten 
teure und aufwendige Ultrazentrifugen anstelle einfacher Laborzentrifugen (mit einer maximal erreichbaren g-Zahl von 
5000-6000) verwendet werden muBten. 

[0017] In den Anwendungsbeispielen in US 5,300,635 beschreibt MacFarlane die Zugabe von mindestens 2 Volu- 
so men bis hin zu 10 Volumen Detergenz zur Probe. Damit erhdht sich das zu verarbeitende Gesamtvolumen z.T. 
betrachtlich, insbesondere wenn man an die Aufreinigung von Nukleinsauren aus mehreren Millilrtern Probenmaterial 
(z.B. Plasmapools) denkt. Die Verarbeitung groBer Volumina ist aber vor allem im Hinblick auf eine mogliche Automa- 
tisterung der Probenvorbereitung auf einem Pipettierroboter ungunstig, da z.B. die Pipettiervolumina begrenzt sind. 
[0018] Es bestand daher ein Bedarf an einem Verfahren zur Stabilisierung und/oder Isolierung von Nukleinsauren, 
55 das die oben genannten Nachteit des Stands der Technik nicht aufweist. 

[0019] Insbesondere bestand ein Bedarf an einem Verfahren, bei dem die Nukleinsauren in einem einzigen Schritt 
stabilisiert und/oder die die Nukleinsauren enthaltende Probe lysiert und die Nukleinsauren aus der gleichen Losung 
isoliert werden kdnnen. Dies wird z.B. wichtig, wenn Nukleinsauren aus solchen Proben stabilisiert/isoliert werden sol- 
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len, bei denen es nach Errtnahme der Probe zur Induktion von StreBgenen und damit zur Synthese neuer m-RNA- 
Molekuie kommen kann, wodurch das Transkriptmuster der Zellen verandert werden k6nnte. Insbesondere bestand 
weiterhin ein Bedarf an einem Verfahren, bei dem die Komplexe bestehend aus Nukleinsaure und kationischen Verbin- 
dungen bei niedrigen g-Zahlen sedimentiert werden kfinnen. Ferner bestand insbesondere ein Bedarf an einem Ver- 
fahren, bei dem nur geringe Oder gar keine Mengen Carrier-Nukleinsauren Oder Carrier-Hilfen, z.B. Heparin, notwendig 
sind. Es bestand auBerdem ein Bedarf an einem Verfahren, bei dem geringere Voluminader kationischen Verbindung 
der Probe zugegeben werden konnen. SchlieBlich bestand ein Bedarf an einem Verfahren, das es ermOglicht, bererts 
nach dem ersten Verfahrensschritt in kleinen Volumina arbeiten zu kOnnen. 

[0020] Diese Aufgaben werden durch das in Anspruch 1 beschriebene Verfahren und die weiteren unabhangigen 
Anspruche geldst. Bevorzugte Ausfuhrungsformen sind in den Unteranspruchen angegeben. 

[0021] Es soil ein Verfahren zur Stabilisierung und/oder Isolierung von NuWeinsauren aus einer biologischen Probe 
geschaffen werden. Diese Aufgabe wird erf indungsgemaB durch das Verfahren zur Stabilisierung und/oder Isolierung 
von NuWeinsauren aus einer biologischen Probe gemaB unabhangigen Patentanspruch 1, dem Kit zur Stabilisierung 
und/oder Isolierung von NuWeinsauren gemaB unabhangigen Patentanspruch 27, den Komplex gemaB unabhangigen 
Patentanspruch 32, die pharmazeutische Zusammensetzung gemaB unabhangigen Patentanspruch 33, die diagnosti- 
sche Zusammensetzung gemaB unabhangigen Patentanspruch 34, die Zusammensetzung fur die Forschung gemaB 
unabhangigen Patentanspruch 35, sowie die kationische Verbindung gemaB unabhangigen Patentanspruch 36 geldst. 
[0022] ErfindungsgemaB wird zur Stabilisierung und/oder Isolierung von NuWeinsauren eine biologische Probe mit 
mindestens einer kationischen Verbindung der Formel (I) in Kontakt gebracht. 



25 



R 2 



R* 

x^ 

i 

R» 



Rc 



(I) 



30 



[0023] Unter dem Begrrff "kationische Verbindung" wird im Rahmen der vorliegenden Erfindung eine Verbindung 
mit mehr als einer positiven Ladung verstanden. Die als Formel (I) wiedergegebene kationische Verbindung wird in 
35 geloster Form und/oder in Form eines Salzes eingesetzt, wobei die Neutralisierung der Ladung durch konjugierte 
Basen von starken und/oder schwachen anorganischen und/oder organischen Sauren erfolgt, die im folgenden mit "A" 
abgekurzt werden. Diesbedeutet, daB das Produkt aus Ladung und Anzahl an Basen A genau die positiven Ladungen 
der restlichen Verbindung kompensiert. 

[0024] In der oben genannten Formel (I) stehtl X fur Stickstoffatome (N) oder Phosphoratome (P). In Formel (la) ist 
40 die kationische Verbindung mit X = N gezeigt, und in Formel (lb) mit X = P . 
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(la) 



(lb) 



25 [0025] Daneben bedeutet in alien drei vorgenannten Formeln (I), (la) und (lb) k die ganze Zahl 1 , 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 
9. 10. 1 1. 12. 13. 14. 15. 16. 17, 18. 19. 20. 21. 22. 23 Oder 24. wahrend ^ fur aliphatische Alkandiylbrucken stent, in 
denen ein oder mehrere nicht benachbarte Kohlenstoff-Atome durch Sauerstoff ersetzt sein kdnnen und die die Struk- 
tur 

30 _(CH 2 ) n -{OCH 2 ) m -~ 

aufweisen. Die Alkandiyl-Brucken k6nnen im Rahmen der vorliegenden Erfindung an einem oder an mehreren Kohlen- 
stoff-Atomen substituiert sein. Die Parameter n und m sind unabhangig voneinander und bedeuten eine der ganzen 
Zahl 0. 1 . 2, 3, 4, 5 oder 6, wobei n + m > 0 ist. 
35 [0026] Alternativ zu den oben angegeben Strukturen bedeutet auch eine substituierte Phenyl-. Naphthyl- oder 
Biphenyl-Brucke der Struktur 
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wobei n m I p q unabhangig voneinander sind und eine der ganzen Zahlen 0, 1 , 2, 3, 4. 5 oder 6 bedeuten. Die Phe- 
nyl-. Naphthyl- oder Biphenyl-Brucke kann zusatzlich an einem oder an mehreren Kohlenstoff- Atomen substrtuiert sein. 
[00271 in der oben angegebenen Formel (I) bedeutet daneben 

R, R, R 3k die identisch oder unterschiedlich voneinander sein konnen und die unsubstituiert oder an emem oder 
mehreren Kbhlenstoff-Atomen substrtuiert sein konnen, Wasserstoff, ein lineares oder verzweigtes CrCe-Alkyl e.n 
linearesoderverzweigtes d-Cs-Alkenyl. ein lineares oder verzweigtes CrC 6 -Alkinyl. ein Phenyl, e.n Benzyl, e.n Phen- 
oxyethyl der Struktur 



35 




(OCH,)„ - Z — {CHJ m — 



40 



wobei n. m unabhangig voneinander die ganze Zahl 0, 1 , 2. 3. 4, 5 oder 6 bedeutet und Z eine der Strukturen -O- 
- C0 2 -. -OCO-, -CO-N-, -N-CO-, -O-CO-N-, -N-CO-O-, -S-oder -S-S-bezeichnet. 
[0028] ' AuBerdem kann R,, Rz, R 3k ein Phenyl, ein Benzyl, ein Phenoxyethyl der Struktur 



-CO- 
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bezeichnen, wobei n, m unabhangig voneinander die ganze Zahl 0, 1 , 2, 3, 4, 5 oder 6 bedeutet. 

r00291 R A Rbr Re die identisch oder unterschiedlich voneinander sein konnen und die unsubstituiert oder an 

einem oder mehreren Kohlenstoff-Atomen substrtuiert sein konnen, bedeuten Wasserstoff. ein lineares oder verzwe,g- 

tes d-CgrAlkyl. ein lineares oder verzweigtes C, -Cm -Alton*. «n lineares oder verzweigtes d-C^-Alkinyl, oder eine 

Struktur 

CH 3 — (CH 2 ) n — Z— (CH 2 ) m — 

wobei n, m unabhangig voneinander die ganze Zahl 0. 1 , 2, 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9 10. 1 1 . 12. 13.14 15. 16 17, 18. 19. 20. 
21 . 22. 23 Oder 24 bedeutet und Z eine der Strukturen -O. - CO-, -C0 2 -. -OCO-, -CO-N-. -N-CO-. -O-CO-N-, -N-CO- 
O-. -S-oder -S-S- bezeichnet. 
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[0030] Alternativ bilden R A und R c zusammen einen Rest R AC und somit eine cyclische Struktur 
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15 

wobei der Rest R AC , der unsubstituiert oder an einem oder mehreren Kohlenstoff-Atomen substituiert sein kann, ein 
lineares oder verzweigtes (^-Ce-Alky!, ein lineares Oder verzweigtes Cj-Cg-AIkenyl, oder ein lineares oder verzweigtes 
CrCg-Alkinyl bedeutet. 

[0031 J Fur den Fall. daB k > 1 ist, kSnnen die Bruckengruppen B|< sowie die Gruppen R Bk und R 3k gleich oder ver- 

20 schieden voneinander sein. 

[0032] Die oben angegebenen Verbindungen werden in dem erfindungsgemaBen Verfahren verwendet, wodurch 
Nukleinsauren in einem einzigen Schrttt stabilisiert, die die Nukleinsauren enthattende Probe lysiert und/oder die 
Nukleinsauren isoliert werden k6nnen. Die stabilisierten Nukleinsauren sind nicht nur wahrend der Preparation son- 
dern auch Qber einen langeren Zertraum, wie z.B. 96 h oder mehr, stabil. Insbesondere konnen die Komplexe beste- 

25 hend aus NuWeinsaure und kationischer Verbindung bei niedrigen g-Zahlen sedimentiert werden, wobei nur geringe 
oder gar keine Mengen Carrier-Nukleinsauren oder Carrier-Hilfen notwendig sind. Dabei mussen nur geringe Volumina 
oder Mengen der kationischen Verbindung der Probe zugegeben werden. Ferner kann durch die Pelletierung der Kom- 
plexe bereits nach diesem Schritt in kleinen Volumina gearbeitet werden. 

[0033] Durch die eri indungsgemaBe Stabilisierung von Nukleinsauren wird erreicht, daB die Nukleinsauren in einer 
30 Probe auch bei langerer Lagerung oder wahrend eines Transports ihre Struktur nicht verandern und die Genauigkeit 
spater durchgefuhrter Tests wird deutiich erhoht In manchen Fallen, z.B. wenn Nukleinsaure-haltiges Material Qber 
weite Strecken transportiert oder langer gelagert werden muB, macht das erf indungsgemaBe Verfahren diese Tests 
uberhaupt erst moglich. 

[0034] Die Verbindung kann in L6sung oder auch afs Feststoff zugesetzt werden. Die Moglichkeit einer Zugabe als 
35 Feststoff beinhaftet die weiteren Vorteile, daB Feststoffe meist chemisch stabiler sind und ihre Zugabe zur Probe oft ein- 
facher durchfuhrbar ist Es kann eine kationische Verbindung oder eine Mischung aus zwei oder mehr kationischen Ver- 
bindungen zugefugt werden. 

[0035] In dem erfindungsgemaBen Verfahren werden bevorzugt Verbindungen der oben angegebenen allgemei- 
nen Formel (I) verwendet, wobei ein Anion A ausgewahlt aus der Gruppe: Fluorid, Chlorid, Bromid, Jodid, Perchlorat, 
40 Perbromat, Periodat, Phosphat, Hydrogenphosphat, Dihydrogenphosphat, Suifat, Thiosulfat, Hydroxid, Carbonsauren, 
a-Halogen-Carbonsauren und/oder Hydroxy-Carbonsauren verwendet wird t und k fur die ganze Zahl 1 , 2, 3. 4, 5 Oder 
6 stent, wahrend fur den Fall, daB B k eine substituierte Phenyl-, Naphthyl- oder Biphenyl-BrQcke bezeichnet. n, m, I, p, 
q unabhangig voneinander die ganze Zahl 0, 1 oder 2 bedeutet 

[0036] In den eriindungsgemaB bevorzugten Verbindungen der allgemeinen Formel (I) bedeuten die Reste R 1 ( R 2 
45 und R 3k , die identisch oder unterschiedlich voneinander sein kOnnen, die C-(-C 6 -Alkyl-Gruppen methyl, ethyl, propyl, 
isopropyl, butyl, 1-methylpropyt, 2-methylpropyl. 1,1 -dim ethyl ethyl, n-pentyi, 1-methylbutyl, 2-methyIbutyl, 3-methyIbu- 
tyl, 1,1-dimethylpropyl, 1 , 2-dimethy (propyl, 2, 2-dimethy (propyl, 1 -ethylpropyl, hexyl, 1-methylpentyl, 2-methylpentyl, 3- 
methylpentyi, 4-methylpentyl, 1 , 1 -dimethy Ibutyl, 1 , 2-dimethy Ibutyl, 1 ,3-dimethylbutyl, 2,2-dimethylbutyl, 2,3-dimethylbu- 
tyl, 3,3-dimethyIbutyl, 1 -ethylbutyl, 2-ethylbutyl, 1,1,2-trimethylpropyl, 1 ,2,2-trimethylpropyl, 1-ethyl-1-methylpropyl 
so und/oder 1 -ethyl-2-methyl-propyl, und/oder die C 3 -C 5 -Alkenyi-Gruppen 2-propenyl (allyl), 2-butenyl, 3-butenyl, 1- 
methyl-2-propenyl, 2-methyl-2-propenyl, 2-perrtyl, 3-pentyl, 4-pentyl, 1-methyl-2-butenyi. 2-methyl-3-butenyl, 3-methyl- 
3-butenyl, 1,1 -dimethyl -2-propenyl, 1 ,2-dimethyl-2-propenyl, 1-ethyl-2-propenyl, 2-hexenyl. 3-hexenyl. 4-hexenyl, 5- 
hexenyl, methyl-2-pentenyl, 2-methyl-2-pentenyl, 3-methyl-2 -pentenyl, 4-methyl-2-perrtenyl, 1 -methyl -3 -pentenyl, 2- 
methyl-3-pentenyl, 3-methyl-3-pentenyl, 4-methyl-3-pentenyl, 1 -methyl -4-pentenyl. 3-methyl-4-pentenyl. 4-methyl-4- 
55 pentenyl. 1.1 -dimethy l-2-butenyl, 1,1-dimethyl-2-butenyl, 1.1-dimethyl-3-butenyl. 1.2-dimethyl-2-butenyl. 1,2-dimethyl- 
3-butenyl, 1,3-dimethyl-2-butenyl, 1,3 -dimethyl -3-butenyl, 2,2-dimethyl-3-butenyl, 2,3-dimethyl-2-ethyI-2-butenyl, 2- 
ethyl-3-butenyl, 1,1 ,2-trimethyl-2-propenyl, 1 -ethyl-1 -methyl-2-propenyl und/oder 1 -ethyl-2-methyl -2-propenyl, 
und/oder die C 3 -C 6 -AIkinyl-Gruppen 2-propinyl (propargyl). 2-butinyl, 3-butinyl. 2-pentinyl, 3-pentinyl, 4-pentinyl, 3- 
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methyl-2-butinyl, 2-hexinyl, 3-hexinyl, 4-hexinyi, 5-hexinyl, 3-methyl-2-pentinyl, 4-methyl-2-pentinyl, 2-methy|-3-pentinyl, 
4-methyl-3-pentinyl, 1-methyl-4-perrtinyl, 1,1-dimethyl-2-butinyl, 1,1-di methyl -2-butinyl, 1,1-dimethyl-3-butinyl, 1,2- 
dimethyl-3-butinyl, 1 ,3-dimethyl-2-butinyl, 2,2-dimethyl-3-butinyl, 1-ethyl-2-butinyl, 1 -ethyI-3-butinyl, 2-ethyl-3-butinyl 
und/oder 1 -ethyl- 1 -methyl-2-propinyl und/oder die Gruppen Benzyl, Phenylethyl, Phenylpropyl, Phenylisopropyl Phe- 
nytisobutyl, Phenoxymethyl, Phenoxyethyi, Phenoxypropyl, Phenoxyisopropyl, Phenoxybutyl, Phenoxyisobutyl der 
Struktur 

<OCH,) n - (CH,) m 




10 

wobei n, m unabhangig voneinander die ganze Zahl 0, 1 oder 2 bedeutet. 

[0037] Die Reste R A , R^, R c , die identisch oder unterschiedlich voneinander sein kOnnen, bedeuten die linearen 
is oder verzweigten Cg-C^-Alkyl-Gruppen octyl, decyi, undecyl, dodecyl, tridecyl, tetradecyl, pentadecyl, hexadecyl, hep- 
tadecyl, octadecyl, nonadecyl und/oder eicosyl und/oder die linearen oder verzweigten C 8 -C 20 -Alkenyl -Gruppen octe- 
nyl, decenyl, undecenyl, dodecenyl, tridecenyl, tetradecenyl, pentadecenyi, hexadecenyl, heptadecenyl, octadecenyl, 
nonadecenyl und/oder eicosenyl und/oder die linearen oder verzweigten C 8 -C 20 -Alkinyl-Gruppen octinyl, decinyl, unde- 
cinyl, dodecinyl, tridecinyl, tetradecinyl, pentadecinyl, hexadecinyl, heptadecinyl, octadecinyl, nonadecinyl und/oder 
20 eicosinyl und/oder eine Struktur 

CH 3 -(CH 2 ) n - Z^(CH 2 ) m — 

wobei n, m unabhangig voneinander sind und n die ganze Zahl 2, 3 oder 4 bedeutet und m die ganze Zahl 8, 9, 10, 1 1 , 
25 12, 13, 14, 15, 16, 17 oder 18 bedeutet und Z eine der StruWuren -O-, -CO-. -OCO-, -CO-N- oder -N-CO- bezeichnet 
[0038] Bevorzugt werden im Rahmen der vorliegenden Erfindung Verbindungen der ailgemeinen Formel (I) ver- 
wendet, wobei eine oder mehrere der als R A . Rek und R c bezeichneten Gruppen eine der Strukturen 



C H3 — (CH 2 ) n — O — (CH 2 ) n 



O 

35 C^-CC^ - C-(CH,) m 



o 

CK, - <CH,) n - O - C - (CH ? ) m 

40 



50 



55 



o 

CH3-(C^)„ -C-0-(CH,) m 



O 

tt 

CH, - (CH,) ft - NH - C - (C^) m 



oder 

o 

CH^-CC^n -C-NH-(C^) m 



bedeuten. 
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[0039] Unter den oben genannten, erf indungsgem&B bevorzugten Verbindungen werden die Verbindungen ganz 
besonders bevorzugt, die in einem oder mehreren der Reste R v R 2 , R3 k , R A , RBk unc * R c eine Doppelbindung oder 
eine Dreifachbindung aufweisen. 

[0040] Insbesondere werden die Verbindungen bevorzugt, in denen als Reste , R 2 und/oder R 3k die Allyl-Gruppe 
5 verwendet wird. 

[0041 ] Insbesondere bevorzugt werden im Rahmen der vorliegenden Erf indung Verbindungen der oben angegebe- 
nen allgemeinen Formel (I) verwendet, wobei ein Anion A ausgewahlt aus der Gruppe: Bromid, Jodid, Perchlorat, 
Hydrogenphosphat, Sulfat, Acetat, Trrfluoracetat, Trichloracetat, Benzoat, Oxalat, Succinat, Phthalat, Citrat, Tartrat, 
Maleat, Malonat, Fumarat verwendet wird. Weiterhin bedeutet k die ganze Zahl 1 oder 2, wShrend B k die aliphatischen 
w C 2 -C 4 -Alkandiylbrucken Ethan-1,1-diyl. Ethan- 1,2-diyi, Propan-1,1-diyl, Propan-1,2-diyl, Propan-1,3-diyl, Butan-1,1- 
diyl, Butan-1 ,2-diyl, Butan-1, 3-diyl und/oder Butan-1,4<liyl bezeichnet. R 1f R 2 , R3k bedeuten methyl, ethyl oder hydro- 
xyethyl, wahrend R A , R B k> R c die linearen C 8 -C 20 -Alkyl-Gruppen octyl, decyl, undecyl, dodecyl, tridecyl, tetradecyl, 
pentadecyl, hexadecyl, heptadecyl, octadecyl, nonadecyl und/oder eicosyl bedeuten. 

[0042] Ganz besonders bevorzugt werden in dem erfindungsgema&en Verfahren Verbindungen der allgemeinen 
75 Formel (I) verwendet, wobei die Reste R v R 2 und R 3k identisch sind und/oder R A , R Bk und R c identisch sind und/oder 
fur den Fall, daft k > 1 ist, die Bruckengruppen Bk identisch sind. 

[0043] In samtlichen erf indungsgemaG verwendeten Verbindungen kCnnen die Kohlenstoff-Atome der Gruppen R-j , 
R 2' R 3k. r a» R Bk und R c m 't einem oder mehreren Haiogenatomen, insbesondere einem oder mehreren Fluor-Atomen, 
und/oder einer oder mehreren primaren, sekundaren und/oder tert&ren Hydroxylgruppen und/oder einer oder mehre- 
20 ren -SH, -NH 2 , -NH- und/oder =N-Gruppen substrtuiert sein, wobei die Substituenten untereinander identisch oder nicht 
identisch sein konnea Dabei werden die Verbindungen bevorzugt, bei denen der Abstand zwischen dem ersten sub- 
stituierten Kohlenstoff-Atom und dem in der allgemeinen Formel (I) gezeichneten Stickstoff mindestens zwei kovalente 
Bindungen betragt. Dies bedeutet also, daB ein oder mehrere der Kohlenstoff-Atome der Gruppen R 1 , R 2 , Ft3 k , R A , R Bk 
und R c , die nicht direkt an eines der Atome X (Stickstoff oder Phosphor) der Verbindung 
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Ri 



■ + 



R 



2 



R 



3k 



R A — X^Bk — X-fRc (I) 



R 



Bk 



gebunden sind, substrtuiert sind. 

[0044] Ebenso konnen in samtlichen Ausfuhrungsformen die aliphatischen und/oder aromatischen Kohlenstoff- 
Atome der Bruckgruppen B k mit einem oder mehreren Haiogenatomen, insbesondere Fluor-Atomen, und/oder einer 
Oder mehreren primaren, sekundaren und/oder tertiaren Hydroxylgruppen und/oder einer oder mehreren -SH, -NH 2 , - 
40 NH- und/oder =N-Gruppen und/oder einer oder mehreren linearen oder verzweigten C 1 -C 4 -Alkylgruppen substrtuiert 
sein, wobei die Substituenten untereinander identisch oder nicht identisch sein konnen. Als Substituenten der Kohlen- 
stoff-Atome der Bruckgruppen B k werden insbesondere Methyl-, Ethyl-, Propyl-, i-Propyh Butyl-, 2-Methylpropyl- und 
tert-Butyl-Gruppen bevorzugt. 

[0045] Ganz besonders bevorzugt wird das erfindungsgemaBe Verfahren mit den kationischen Verbindungen 
45 Ethandiyl-1,2-bis(dimethyldecylammoniumbromid), Propandiyl-1 ,2-bis(dimethyldecylammoniumbromid), Ethandiyl- 
1 ,2-bis(dimethyltetradecylammoniumbromid) oder N, NT, N"-Tridecyl-N,N,N , ,N",N M -pentamethyl-bis-(2-ammonioe- 
thyl)ammoniumbromid durchgefuhrt. 

[0046] Wie bereits angesprochen, kann die mindestens eine kationische Verbindung sowohl als Feststoff, als auch 
in geldster Form zu der Probe gegeben werden. Wird die kationische Verbindung in Losung zugegeben, so werden in 

so dem erfindungsgemaBen Verfahren 0,001 bis 10 Volumen, besonders bevorzugt 0,01-10 Volumen, noch bevorzugter 
0,05 bis 2 Volumen und insbesondere bevorzugt 1 Volumen der Ldsung der Probe zugegeben, also deutlich geringere 
Mengen als aus dem Stand der Technik bekannt. Gr66ere oder Weinere Volumina sind auch mdglich, falls dies prakti- 
sche Vorteile bietet. Die L6sung der kationischen Verbindung weist dabei eine Konzentration von 0,01% bis SSttigung, 
bevorzugt 0,5 bis 5%, besonders bevorzugt 2 bis 4% auf. 

55 [0047] Vor dem Inkontaktbringen kann die biologische Probe selbstverstSndlich vorgereinigt werden, falls dies fur 
die weitere Verarbeitung von Vorteil ist. 

[0048] Nach dem in Kontakt bringen der kationischen Verbindung mit einer biologischen Probe kann die kationi- 
schen Verbindung mit der biologischen Probe vermischt und die Mischung inkubiert werden, wobei bevorzugt 10 Minu- 



BNSDOCID: <EP 1031626A1 J_> 



EP 1 031 626 A1 



ten bei Raurrrtemperatur inkubiert wird. 

[0049] GemaB einer bevorzugten AusfOhrungsform der vorliegenden Erfindung konnen der kationischen Verbin- 
dung und/oder dem gebildeten Komplex aus Nukleinsaure und kationischer Verbindung weitere Mrttel zur Unterstut- 
zung der Lyse zugefugt werden. Als Mittel zur Unterstiitzung der Lyse kdnnen Alkohole, insbesondere verzweigte oder 
unverzweigte C1- bis C4-Alkanole wie Isopropanol, Aldehyde, insbesondere niedere C1- bis C4-Aldehyde. verzweigt 
oder unverzweigt. wie z.B. Glyoxal. Phenole, Phenolderivate, wie z.B. 2-Biphenylol. ionische, zwitter.on.sche und nicht- 
ionische Verbindungen, Sulfhydryl reduzierende Reagenzien, insbesondere Dithiothreitol, Phosphorsauredenvate, ins- 
besondere Tributylphosphat, chaotrophe Reagenzien. wie Harnstoff, Carbonsauren. wie z.B. Zrtronensaure Oder 
Malonsaure. oder einfache Salze. wie Ammoniumsalze oder Alkaliphosphate, einzeln oder in Kombination verwendet 
w©rd©n 

[0050] Ferner ist es gemaB einer weiteren bevorzugten AusfOhrungsform der vorliegenden Erfindung audi denk- 
bar die biologische Probe zu homogenisieren oder mechanisch oder enzymatisch auf sie einzuwirken, bevor oder wah- 
rend die kationische Verbindung zugegeben wurde/wird. Eine mechanische Einwirkung konnte zum Beisptel mrt einem 
elektrischen Messer, einer KugelmOhle. durch Zugabe von Partikeln oder durch Pressen durch eine Spritze geschehen, 
wanrend geeignete Enzyme zur Einwirkung auf die Probe beispielswe.se Hydrolasen, Proteasen oder Lipasen sein 
konnten Weitere Moglichkeiten sind dem Fachmann bekannt und sollen hier umfaBt sein. Eine solche Behandlung der 
biologischen Probe konrrte darin vorteilhaft sein, daB die kationische Verbindung besser mit ihren Angriffspunkten in 
Kontakt treten kann. . 

[0051] ErfindungsgemSB werden die gebildeten Komplexe aus NukleinsSure und kationischer Verbindung durch 
Zentrifugation sedimentiert. Die Zentrifugation wird bevorzugt bei niedrigen g-Zahlen, insbesondere 500 bis 5000 x g, 
fiir 3 bis 10 Minuten durchgefuhrt. Durch die Sedimentierung der Komplexe in ein kleines Pellet kann die weitere Auf- 
reinigung der NuWeinsauren in relativ kleinen Volumina durchgefuhrt werden. Dies ist besonders fur Routmeanwendun- 
gen von Vorteil. im besonderen bei automatisierten Verfahren. Durch die Zentrifugation bei niedrigen g-Zahlen kdnnen 
einfache Laborzentrifugen Verwendung finden. 

[0052] Die Komplexe konnen anschlieBend gegebenenfalls mit einem geeigneten Puffer oder mit Wasser gewa- 
schen werden. wobei Verunreinigungen entfernt werden konnten. Die Komplexe. bestehend aus kationischer Verbin- 
dung und NuWeinsauren, werden anschlieBend in einem relativ kleinen Volumen eines geeigneten Puffers wieder 
aufgelost wodurch die NuWeinsauren in dem Puffer freigesetzt werden. Danach konnen die NuWeinsauren bei Bedarf 
mit verschiedenen, bekannten Verfahren in relativ kleinen Volumina weiter aufgereinigt werden. So konnen sie z.B. 
nach Einstellung entsprechender Bindebedingungen an eine Membran zur weiteren Aufreimgung gebunden werden. 
Alternate zur Abtrennung durch Zentrifugation konnen die Komplexe aus Nukleinsaure und kationischer Verbindung 
durch Vakuum Oberdruck. Zentrifugation oder Kapillarkrafte auf einer Oberfiache, z.B. der Oberfiache einer Membran 
oder auf dem Boden eines GefaBes konzentriert werden. Gegebenenfalls konnen die Komplexe hiemach in einer 
geeigneten Waschlosung gewaschen werden, wodurch vorteilhaft verbleibende Verunreinigungen entfernt werden 
konnten Die Komplexe kfinnen anschlieBend durch Zugabe einer geeigneten Reagenzienlosung. gegebenenfalls ein- 
schlieBlich eines Enzyms und/oder mechanischer Einwirkung, unter nicht bindenden oder bindenden Bedingungen 
aufgeldst werden, wobei die NuWeinsauren in die Losung freigesetzt werden. Werden sie unter bindenden Bedingun- 
gen aufgelost konnen die NuWeinsauren z.B. auf derselben Membran wie oben mittels Zentrifugation, Vakuum. Uber- 
druck oder Kapillarkraften gebunden werden, wobei derartige Verfahren z.B. in der PCT-Anmeldung Nr. 
PCT/EP98/06756 beschrieben sind und hier durch Inbezugnahme inkorporiert sein sollen, und weiter aufgereinigt wer- 
den Werden die Komplexe unter nicht bindenden Bedingungen gelost. konnen die freigesetzten NuWeinsauren mittels 
Zentrifugation Vakuum oder Oberdruck in einem SammelrOhrchen aufgefangen werden. Sie konnen anschlieBend bei 
Bedarf mit verschiedenen. bekannten Verfahren in relativ Weinen Volumina weiter aufgereinigt werden. So kOnnensie 
z.B. selbstverstandlich nach Einstellung entsprechender Bindebedingungen ebenfalls wieder an eine Membran oder 
andere Oberfiache zur weiteren Aufreinigung gebunden werden. 

[0053] Als biologische Probe mit NuWeinsauren konnen zelffreies Probenmaterial, Lebensmrttelproben, die freie 
oder gebundene NuWeinsauren oder NuWeinsaurehattige Zellen entharten. Umweltproben, die freie oder gebundene 
NuWeinsauren oder NuWeinsaurehattige Zellen enthalten, eine Suspension von Zellen, Bakterien, Viren oder Hefen, 
ein Gewebe jeder Art oder eine Winische Probe, wie Blut, Plasma, Serum, Leukozytenfraktionen. Crusta Phlogistica, 
Sputum. Urin, Sperma, Faeces oder Abstriche, sowie eine Pflanze oder ein Pf lanzenteil oder freie NuWeinsauren ver- 
wendet werden sowie jede weitere denkbare Probe, die NuWeinsauren enthatt. 

[0054] Erf indungsgemaB werden die oben spezifizierten kationischen Verbindungen in einem Kit zur Stabilisierung 
und/oder Isolierung von NuWeinsauren verwendet. das bevorzugt zusatzlich geeignete Puffer enthatt. Das Kit kann 
daneben auch geeignete Mittel zur Unterstutzung der Lyse und/oder Mittel zur Aufreinigung der NuWeinsauren 
und/oder Mittel zur mechanischen Einwirkung und/oder Mittel zur enzymatischen Behandlung der Probe und/oder der 

Komplexe enthalten. . ... 

[0055] ErfindungsgemaS werden die oben spezifizierten kationischen Verbindungen zur Stabilisierung und/oder 
Isolierung von NuWeinsauren verwendet. Dabei entsteht ein Komplex, der aus einer NuWeinsaure und einer kationi- 
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schen Verbindung besteht. Dieser Komplex zeichnet sich durch seine besonders vorteilhafte, hohe Stabilrtat aus, 
wodurch Nukleinsauren vor einem Abbau aus der Probe selbst heraus Oder durch Einwirkungen aus der Umgebung 
geschutzt werden. 

[0056] Erf indungsgerr&B finden die oben spezif izierten kationischen Verbindungen oder Komplexe Verwendung in 
5 pharmazeutischen Zusammensetzungen, diagnostischen Zusammensetzungen, wobei diese diagnostischen Zusam- 
mensetzungen sowohl die Diagnostik im medizinisch-pharmazeutischen Bereich umfassen sollen als auch die Unter- 
suchung von Lebensmittel- und Umweltproben, sowie Zusammensetzungen fur die Forschung. Zum Beispiel kdnnte 
der entstandene stabilisierte Komplex aus Nukleinsaure und kationischer Verbindung vorteilhaft fur die Einschleusung 
von pharmazeutisch wirksamer NS in erkrankte Zellen genutzt werden. 
io [0057] Unter die im Rahmen der vorliegenden Erfindung beanspruchten Gegenstande fallen auch s&mtliche oben 
spezif izierten kationischen Verbindungen. 

[0058] Das erf indungsgemaBe Verfahren kann in einfacher Weise zur Automatisierung der Stabilisierung und/oder 
Isolierung von Nukleinsauren herangezogen werden. Die Vorteile des erfindungsgemaBen Verfahrens, namlich Stabi- 
lisierung der NuWeinsauren, Lyse der die NukleinsSuren enthaltenden Probe in einem einzigen Schritt und/oder Isolie- 

15 rung der NukleinsSuren aus der gieichen LOsung, Sedimentierung der Komplexe bestehend aus NuWeins^ure und 
kationischer Verbindung bei niedrigen g-Zahlen, Verwendung von geringen Mengen an Carrier-Nukleinsduren oder 
Carrier-Hilfen oder gar keiner Carrier-Nukleins^uren oder Carrier-Hilfen, sowie geringer Voluminader kationischen Ver- 
bindung sowie geringer Probenvolumina nach der Pelletierung, tragen einzeln und umso mehr in Kombination mitein- 
ander zur vereinfachten Automatisierung bei. Die Durchfuhrung in z.B. einem Mufti-Weil-Modul, wie beispielsweise 

20 einem 8-Well oder 96-Well Modul ist ebenfalls moglich. 

[0059] Die vorliegende Erfindung soil im Rahmen der folgenden Ausfuhrungsbeispiele n£her erlSutert werden. 
[0060] Lineare, verzweigte und cyclische kationische Verbindungen werden gemaB den Beispielen 1 oder 2 herge- 
stellt. Zur Bindung der Reste R A und R Bk (fur k=1 wird R c anstelle von R^ verwendet) durch nukleophile Substitution 
an die Stickstoff-Atome wurden tert&re Diamine oder tertiSre Polyamine (k>1) mit einer vorbestimmten Zahl an tertia- 

25 ren Stickstoff-Atomen in L&sung mit einem UberschuB an Alkylhalogenid unter Argon-Schutzgas versetzt. Die Stick- 
stoff-Atome sind dabei durch lineare (unverzweigte) Alkandiyl-Brucken oder substituierte Xylylen-Brucken der 
entsprechenden L&nge n miteinander verbunden. Diese an sich bekannte Reaktion zur Quarternierung wurde bei 
erhohten Temperaturen durchgefuhrt Alkylhalogenide, wie z.B. Alkylbromid oder Alkyliodid wurden im UberschuB ver- 
wendet, um zum groBten Teil vollstandig quarternierte Ammonium-Salze herzustellen. Die so erhaltenen Ammonium- 

30 Verbindungen wurden durch Rekristallisation aus verschiedenen LCsungsmitteln und LCsungsrnittelgemischen, wie 
zum Beispiel Di ethyl ether/Methanol, gereinigt. 

[0061] Alternativ wurden kationische Verbindungen mit zwei kationischen Stickstoff-Atomen (k=1) synthetisiert. 
Dabei wurden primSre a,<D-AlkanyIdihalogenide unter den Reaktionsbedingungen gemaB Beispiel 1 mit einem Uber- 
schuB an Alkyidimethylamin umgesetzt. Die Alkyl-Kette der Ami n- Verbindung kann hydroxyliert sein, weist aber keine 
35 Halogen-Atome auf. Die Reinigung der kationischen Verbindungen erfolgt wie oben beschrieben. 

[0062] Ein Austausch der Gegenionen (Anionen A) kann mit Hiffe einer lonenaustauschersaule erfolgen. Exempla- 
risch ist in Beispiel 3 der Austausch von Bromid gegen Acetat beschrieben. 



40 
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Beispiel 1 : Synthese von EthandiyM ,2-bis(dimethyl-decyl-ammoniumbromid) 
[0063] 

CH 3A C"3 

CH 2 -N(CH 3 )2 CH 2 -N— (CH2)9 CH 3 

I + 2 Br-(CH2VCH 3 ^ \ 2 Br* 

CH 2 -N(CH 3 )2 CH 2 -N— (CH2) 9 CH 3 

CH 3 /e CH 3 



[0064] In einem 21 Rundkolben mit RuckfluBkuhler, Heizpiiz und Magnetruhrer wurde eine Ldsung von 46.0 ml 
N f N,N',N'-Tetramethylethylendiamin (35.4 g, 0,30 mol) und 151,4 ml 1-Bromdekan (161,8 g, 0,73 mol, 20% UberschuB) 
in 850 ml Acetonitril und 280 m! Aceton fur 42 h auf RuckfluBtemperatur erhrtzt AnschlieBend wurde das Reaktionsge- 
55 misch auf Raumtemperatur abgekuhlt und dann eisgekuhft um die Kristallisation der Reaktionsprodukte zu vervollstan- 
digen. Die Kristallmasse wurde dann abgenutscht und zweimal mit insgesamt 200 ml kaltem Aceton gewaschen. Das 
teste Reaktionsprodukt wurde dann in einen 21 Rundkolben mit RuckfluBkuhler uberfuhrt und mit 1,8 1 Diethylether ver- 
setzt. Nachdem die RuckfluBtemperatur erreicht war wurden bis zur vollstandigen Auf ldsung des Feststoffs kleine Men- 
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IV H f 13 "?' zuge9eben 'nsgesamt wurden dabei rund 350 ml Methanol zugegeben Das Produkt kristallisierte Ohor 

Z labl ^ n rr^p ™ ab9enUtSCht Und im Vakuumtrockenschra'nJbei 60 -C ■ a22S££ J sSVrak 

£ SS^SSST" , o UW (60% th60ret AUSb6Ute) - Eine 2weite Fraktion aus d «" RealSonsaSL erga- 
ben nach dem Umkr.stallis.eren 1.8 g trockenes Produkt. Die DC- Analyse des trockenen Produkts fSilL R^rpTIh!- 



15 



so 




2 Br-(CH 2 ), 7 -CH 3 



H 3 C-(CH 2 ) 17 




Bsispie. 2: Synthese von N,N\N"-TrHetradecyl-N,N,N',N'\N"-pentamethyl-bis-(2-ammonioethyl)-amiTH)niurrto 



25 mid 
[0066] 



30 



35 



40 



CH 3 
CH 3 — N 

CH 2 
I 

CH 2 
I 



CH 3 -N + 3 Br-(CH2),3-CH 3 



CH 2 

CH 2 

CH 3 -N 
I 

CH 3 



CH 3 

CH 3 -N-(CH 2 ), 3 -CH 3 
CH 2 
CH 2 

CH 3 -N-(CH 2 ),3-CH 3 3 Br" 

CH 2 
I 

CH 2 

CH 3 -N-(CH 2 ) 13 -CH 3 
CH 3 



50 



55 



N N.N.N.N wilamelhyldieihylenlriamin (17.3 g. 0,10 mol) und 93,5 m | n. B ,oma,a^ IxsTS^r^'tZ 
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form 25%, Methanol 16%, n-Propanol 25%, Ethylacetat 25%, 0,25%ige wSBrige Kaliumchlorid-LGsung 9%) zeigt nach 
Anfarben in der lodkammer einen neuen Spot. Edukle konnten nicht mehr nachgewiesen werden. 

Beispiel 3: Darstellung von kationischen Verbtndungen mit Acetat als Gegenanion 

5 

[0069] Eine chromatographische Saule wurde mit 8g Dowex® 1 x8-400 Anionentauscher gepackt. Die SSule wurde 
grundlich mit 50% wassrigem Methanol gewaschen bis das Eluat farblos war. Die Sfiule wurde dann mit insgesamt 20 
Saulenvolumen einer 1M Essigsaure beladen, mit destilliertem Wasser bis zur Neutralist gewaschen und schlieBlich 
mit 10 Saulenvolumen 50 % wassrigem Methanol gespult. Nach diesen Waschschritten wurde eine Ldsung von 1 g der 
w kationischen Verbindung in der Bromidform in 2 ml 50 % wassrigem Methanol mit einer FluBrate von 1 ml/min auf die 
Saule gegeben. Die Verbindung wurde in 15 Saulenvolumen mit 50% wassrigem Methanol eluiert. Durch Gefriertrock- 
nung wurde das Produkt aus dem Eluat isoliert. GemaB den als Beispiel 1 angegebenen Reaktionen wurden die fol- 
genden Verbindungen, die alle aus Diethytether/Methanol umkristallisiert wurden, hergestellt: 



25 



30 



35 



40 



Edukta 


Raafcttonszeit 


Ausboute 


Produkt 




Octytoromid 


42 h 


45% 


EthantfiyM,2-tMs(octyl dimethyl ammonium 
bromid) 


TetramethyletfiylerKfiamin 


Decyfcromid 


42 h 


65% 


EthandyL 1 ,2-bts(decy1 dimethyl ammonium 
bfomid) 


Tetrarnethytettiytendiamin 


Dodecytfforrrid 


42 h 


63% 


EthandiyM ,2-bfe<dodecyf dimethyl ammonium 
bromid) 


Tetramethytethytendiamin 


Tetradecyfcromid 


42 h 


35% 


EthandiyM£^(U*radecyl dimethyl 
ammonium bromid) 


Tefcamethyiethyfendiamin 


Hexadecybrorrud 


42 h 


41% 


Ethandiyl-1^-te(hexadecyl dvnethyt 
arrtrnoniurn bromid) 


TrtiaiteUtyMliyiendiamin 


Octadecytoromid 


42 h 


14% 


EthandiyM ,24»<octadecy1 olmethyf 
ammonium bromid) 


lA^imethytpiperazirt 


Octadecytoromid 


42 h 


42% 


N,N'-Dioctadecyi-N,N -dimethyl piperazirv 
dHumo^bromid 
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25 



Tetrarnethytoropardtarnm 


Deiytoromid 


42h 


77% 


bromid) 


TeU aiiethylpropandiamin 


Dodecybromid 


42 h 


05% 


ProparaiyM,3-t>^aoaecyi avnemyi 
ammonium bromid) 


Telrame*hy*propandiamin 


Tetradecybramid 


42 h 


55% 


Propandiyi-1 ,3-b»(tetradocyt dimethyl 
ammonium bromid) 


TctrarnethyipropsndtamHi 


HexadecytMomid 


42h 


91% 


Propandiyt-1 ,3-oe(nexadecyi ovnetnyi 
ammonium bromid) 


TelramethylprapancStamin 


Octadecyfxomid 


42h 


87% 


PropandtyM ,3-bs(octadecyt dimethyl 
ammonium bromid) 


Tetramethybutandiamin 


1-6ajrrv3- 


42h 


98% 


EthandiyM ,34»(3-methytouty» dimethyl 

ammonium bromid) _ 


TetramAtftybutandiamin 


Pecytxomid 


42 h 


78% 


ButandiyM ( 4-b«(oecyi dimethyl anwnonium 
bromid) 


Tetramethytxitandiarnin 


Dodecyffxamkf 


42 h 


82% 


Butandiyl-1 ,4-bw(dodecyl dimethyf ammonium 
bromid) 


Toli'cffi lettiybutaftdiarrun 


Tetradecybromid 


42 h 


58% 


Butandfyl- 1 ,4-ois(touaoocyi uvneoiyi 
ammonium bromid] 


Tetramethybutandiamin 


Heradecybromid 


42 h 


50% 


Butanoiyf- 1 ,4-*tw(n©xao©cyi a vrmnyi 
ammonium bromid) 


TcUufnolhytoutandiaRun 


Octadecybromio 




32% 


Butano^1.4^octadecyl dimethyl 
ammon ium bromid) 


Tell £ i wQiytxitandtamin 


Eioosybromid 


42h 


72% 


Butandiyl-1 ,4-t»(eicosyl dimethyl ammonium 
bromid) 


PertssTtefthyfcftethyten- 

triamin 


Octybromid 


42 h 


13% 


N,N\rr-moclyWa,N^ 

(2-armMDnk«thyf)-arnr^ 
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5 



PerrtametftyWiettTytefv 
triamin 


Docytxcmid 


42 h 


53% 


bi^2-^KTWTKamoethr^amrooniw 


PentamethyWiethyten- 
triamin 


Dodecytyomid 


42 h 


42% 


N,tf,rr-tridodecyl4iN.r^ 

bis^2--QnYiK3nk]eOiyl)-anvTionkAnbrorriid 


Pontarnotftykjiethylerv 
tnanwt 


Tetradecytororrod 


42 h 


54% 


N.hT.NT^rttatradecyl-N.N.N-.Kr.rsr- 
pontaniethyi-b9^2-4nvvK}niocAhyl)' 
ammoniumbnomid 


PentamettiyUiethytofv 
tnarnin 




42 h 


56% 




Hexadecybranwl 


N^.NT^ribeoadecyl-N.N^.N-.N-- 
pentan>cttTyM>$s-{2- arnrnonioethyfy- 
ammontumbromid 


Pentamethytcfethyten- 
triarrttn 


Ocftadecytxomid 


42h 


30% 


N,hr.N"^triocladocyl-N,N t N'.N",N"- 
pentan*elhyH)fe^2*arnfT>onioettiy1)- 
antrnoniurnbromid 


Pertamethyldiethyten- 
trtarrrtn 


Etcosyfefomid 


42 b 


38% 


N.W.IT-trieicosyl^n**^ 
bis^2-^niiTK3niQ6thyl^anuTioraurnbnvn 



35 [0070] GemaB der angegebenen Alternative wurden die folgenden Verbindungen, die alle aus Diethylether/Metha- 
nol umkristallisiert wurden, hergestellt: 



40 


Edufcte 


RoaMSonszelt 


Ausbeute 


Produtt 


45 


1 ,2-Oit)rofnottian 


Docyfamtn 


48h 


53% 


Ethandiyt-1.2-bi5(decyl dimethyl ammonium 
bromKf) 




1,2-Dtoromethan 


Dodecytamin 


48h 


55% 


Ethandiyf-1 ,2-b»(dodecy1 dimethyl ammonium 


50 










bromid) 
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1,2-Dtoromethan 



Tetradecytamin 



48h 



53% 



EmandiyWI^-biMtetradecyt dimethyl 
ammonium broroid) 



1.2-Dt>romethan 



Keoodecytamin 



48h 



50% 



Ethf**iiyl- 1 ,2-t»<hexadecyl dimethyl 
ammonium bKurod) 



1,2-Dfcnxnethan 



Octedecytamin 



48h 



48% 



BhandryM ^4»(octadecyi dimethyl 
ammonium promtd) . 



1,M>lbrompropan 



Oecytamin 



48h 



68% 



PropandiyM,3-bts<decyJ dimethyl ammonium 
bromid) 



1.3-Divomprapan 



Dodecytumin 



48h 



65% 



PropandiyM ,3-b«(dodecyt dimethyl 
ammonium bromid) 



1,3-Obrompftpan 



Tetradecytamin 



48h 



63% 



PropandryM .3^b«(tetradecyl dimethyl 
ammonium bfomkf) 



1 ,3~Dibrompropan 



Hexadocytemin 



48h 



64% 



ProparxfiyM ,3-bis(h«ocadecyi dimethyl 
ammonium bromid) 



1,3-Otorompropan 



Oct a Jacy la n w n 



4Sh 



60% 



PropandiyM F 3-b«(octadecyf dimethyl 
ammonitJTi bconwd) 



1 ( 4-D4xombutan 



Oecytamin 



48h 



65% 



ButandiyM ,4-bte(decyt dimethyl ammonium 
bromid) ____ 



1,4-Dfcrombutfln 



Dodecylamvt 



48h 



Buta*o?^1 At>a<dodecyt oTmethyl ammonium | 
bromid) 



1,4-Oixombutan 



Tetradecytamin 



48h 



63% 



ButandiyM ,4-bcs(tatradecyl dimethyl 
ammonium beam id) 



1,4-Otofombutan 



Hexadecytamm 



48h 



65% 



ButandiyM ,44>w<bexadecyl dimethyl 
ammonium bromid) 



1.4~Dfcromtxjtan 



Octadecytamin 



48h 



60% 



Butandfyl-1,4-b«(octadecyl dimethyl 
ammonium bromid) 



55 
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Beispiel 4: Referenzbeispiel 

[0071 ] Als Model! fur die Isolierung von Virus RN A aus Plasma dient ein radioaktiv markiertes, 4,5 kB langes in vitro 
Transkript des Evx-Genes aus der Maus. Die radioaktive Markierung erfolgt dabei durch den Einbau von a 32 P-UTP 
5 durch die T7- RNA- Polymerase in das RNA-Transkript. 

Versuch A 

[0072] In einem 1 ,5 ml ReaktionsgefaB werden zu 140 nl Plasma 4 Volumen (560 nl) einer 3,6 %igen Ldsung von 
10 Tetradecyltrimethylammonium Oxalat gegeben. In den Deckel des ReaktionsgefaBes wird Carrier RNA (poly A RNA 
einer LSnge von 700 Basen bis zu 7 kB) in unterschiedlicher Menge gegeben, sowie radioaktiv markiertes Transkript. 
Der Deckel des ReaktionsgefaBes wird geschlossen, die Probe gut gemischt und fur 10 min bei Raumtemperatur inku- 
biert Die Komplexe bestehend aus RNA und kationischer Verbindung werden fur 2 min bei 10000 x g sedimentiert, der 
Oberstand abgenommen und das Pellet in 600 eines Guanidiniumthiocyanat haitigen Puffers resuspendiert und mit 
is 1 Volumen 70 %igem Ethanol versetzt. Die Probe wird auf eine Silica-Membran enthaltende spin-Saule aufgetragen 
und mittels Zentrifugation fur 1 min bei ca. 6000 x g durch die Membran hindurchgefuhrt Die spin-Sau!e wird zweimal 
mit einem Ethanol und NaCI haitigen Puffer gewaschen, wobei der Puffer wiederum durch Zentrifugation fur 1 min bei 
ca. 6000 x g durch die Membran gefuhrt wird. Die Membran wird fur 3 min bei 20 000 x g trockenzentrifugiert und die 
RNA mit 50 pi RNase freiem Wasser mittels Zentrifugation fur 1 min bei ca. 10 000 x g eluiert 
20 [0073] Wahrend des Prozesses werden alle Fraktionen (Oberstand, Durchbruch, Waschpuffer, spin-Saule und 
Eluat) gesammelt und anschlieBend wird die Verteilung des radioaktiv markierten Transkriptes in den einzelnen Frak- 
tionen durch Messung in einem SzintillationszShler bestimmt. 



Tabelle 1 



Verteilung der radioaktiv markierten RNA im Oberstand und im Eluat in Abhangig- 
keit von der Carriermenge. Die Differenz zu 100 % ergibt sich aus den Anteilen an 
RNA in den ubrigen Fraktionen (Spin-Saule und Waschpuffer). 


Carriermenge/|ig 


RNA im 0berstand/% 


RNA im Eluatf% 


0 


83 


3 


2.5 


79 


13 


5 


63 


26 


7.5 


49 


39 


10 


30 


55 


25 


8 


75 



40 

Versuch B 

[0074] In einem 15 ml ReaktionsgefaB wird zu 1 ml Plasma 2 ml einer 3,6 %igen LOsung von Tetradecyltrimethyl- 
ammonium Oxalat gegeben. In den Deckel des ReaktionsgefaBes wird Carrier RNA (poly A RNA einer Lange von 700 
45 Basen bis zu 7 kB) in unterschiedlicher Menge gegeben, sowie radioaktiv markiertes Transkript. Der Deckel des Reak- 
tionsgefaBes wird geschlossen, die Probe gut gemischt und fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert Die Komplexe 
bestehend aus RNA und kationischer Verbindung werden fur 1 0 bis 40 min bei ca. 4500 x g sedimentiert 
[0075] AnschlieBend wird der Anteil des radioaktiv markierten Transkriptes im Sediment und im Oberstand durch 
Messung in einem Szintillationszahler bestimmt. 

SO 
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Tabelle 2 



Anteil radioaktiv markierter RNA (in %) im Sediment in Abhangigkeit von der Carrier- 
menge sowie der Zentrifugationszeit. Die Differenz zu 100 % ergibt sich aus dem 
Anteil an RNA im Uberstand. 


Zentrifugationszert/min 


50 ^g Carrier 


100 jjg Carrier 


150 ug Carrier 


10 


22% 


nd 


nd 


20 


31 % 


79% 


84% 


30 


36% 


nd 


nd 


40 


46% 


89% 


91% 



15 

[0076] Die beiden Versuche zeigen, da 6 sowohl sehr hohe Cariermengen als auch hohe g-Zahlen nOtig sind. urn 
die RNAATetradecyrtrimethylammonium Oxalat-Komplexe zu pelletieren. 

Beispiel 5: 

20 

[0077] Die Vorteile des erfindungsgerr&Ben Verfahrens werden in den folgenden Beispielen dargestellt. 
[0078] Als Modell fur die Isolierung von Virus RNA aus Plasma dient ein radioaktiv markiertes 4,5 kB langes in vitro 
Transkript des Evx-Genes aus der Maus. Die radioaklive Markierung erfolgt dabei durch den Einbau von alpha 32 P-UTP 
durch die T7- RNA- Polymerase in das RNA-Transkript 

25 [0079] In einem 15 ml ReaktionsgefaG werden zu 1 ml Plasma 1 ml einer 0,5 %igen Ldsung von Ethandiyl-1,2- 
bis(dimethyldecylammoniumbromid) gegeben. In den Deckel des ReaktionsgefaBes wird Carrier RNA (poly A RNA 
einer LSnge von 700 Basen bis zu 7 kB) in unterschiedlicher Menge gegeben, sowie radioaktiv markiertes Transkript. 
Der Deckel des ReaktionsgefaBes wird geschlossen. die Probe gut gemischt und fur 10 min bei Raumtemperatur inku- 
biert. Die Komplexe bestehend aus RNA und kationischer Verbindung werden fur 20 min bei ca. 4500 x g sedimentiert. 

30 [0080] AnschiieBend wird der Anteil des radioaktiv markierten Transkriptes im Sediment und im Uberstand durch 
Messung in einem Szintillationszahler bestimmt 



Tabelle 3 



Anteil radioaktiv markierter RNA (in %) im Sediment in Abhangigkeit 
von der Carriermenge sowie der Zentrifugationszeit. Die Differenz zu 
100 % ergibt sich aus dem Anteil an RNA im Uberstand. 


Carriermenge/ng 


RNA im Sediment/% % 


0 


95% 


5 


96% 


10 


94% 



45 

[0081] Trotz geringer oder gar keiner Carriermengen und einer Sedimentation der Komplexe bestehend aus RNA 
und kationischer Verbindung bei niedrigen g-Zahlen wird eine hohe RNA-Ausbeute im Sediment erhalten. 

Beispiel 6: Konzentrierung der Komplexe bestehend aus RNA und kationischer Verbindung auf unterschiedli- 
so chen Membranen 

[0082] Es wird 200 nl Plasma mit 200 jul einer 1 %igen Losung von EtharK^iyl-1,2-bis(dimethyldecylammoniumbro- 
mid) gemischt. In den Deckel des ReaktionsgefaBes wird radioaktiv markiertes Transkript gegeben (s. Beispiel 5). Es 
wird keine zusatzliche Carrier-RNA zugesetzt. Der Deckel des ReaktionsgefaBes wird geschlossen, die Probe gut 
55 gemischt und fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Komplexe bestehend aus RNA und kationischer Verbin- 
dung werden auf unterschiedlichen Membranen konzentriert, indem sie durch Zentrrfugation fur 2 min bei 10000 x g in 
spin-Saul en, die eine entsprechende Membran enthalten, die zur mechanischen Unterstutzung auf einer Poiypropyien- 
frrtte plaziert wird und mit einem Spannring fixiert wird, durch diese Membran gefuhrt werden. Die loslichen Bestand- 
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teile binden hierbei nicht an der Membran. 

[0083] AnschlieBend wird der Anteil des radioaktiv markierten Transkriptes im Durchbruch und auf der spin-Saule 
durch Messung in einem Szintillationszahler bestimmt. 

Tabelle 4 



10 


Anteil radioaktiv markierter RNA (in %), die auf der entsprechenden Membran zuruck- 
gehaiten wurde. Die Differenz zu 100 % ergibt sich aus dem Anteil an RNA im Durch- 
bruch. Es wurden jeweiis Doppefbestimmungen durchgefuhrt. 


Membran 


Ausbeute 




Pall Hydrolon HNPH 3R 3um PorengroBe 


21 % 




Nylon, hydrophob 


20% 


15 


Pall Hydrolon 1 ,2 \in\ Porengr6Be 


39% 




Nylon, hydrophob 


38% 




Pall (FluoRepel) Supor 450 


43% 


20 


Polyethersulfon.hydrophob 


46% 


Pall Fluarotrans PVDF 0,2 urn 


40% 




Polyvinylidendifluorid, hydrophob 


40% 



25 [0084] Das Ergebnis zeigt, da 6 die Komplexe aus Nukleinsaure und der kationischen Verbindung auch auf geeig- 
neten Membranen aufkonzentriert werden kdnnen. 

Beispiei 7: Isolierung von RNA aus Plasma durch Komplexierung mit kationischen Verbindungen und nachfolgender 
Aufreinigung an einer Silica-Membran 

30 

[0085] In einem 2 ml ReaktionsgefaB wird zu 1 ml Plasma 1 ml Lysepuffer zugeben, der neben 1 - 20 % (w/v) 
Ethandiyl-1,2-bis(dimethyldecyIammoniumbromid) noch Harnstoff in einer Konzentration von 1 - 6 M, und/oder Tributy- 
Iphosphat in einer Konzentration von 0,1 - 1 % (v/v), und/oder Dithiothreitol in einer Konzentration von 5 - 40 mM, 
und/oder Isopropanol in einer Konzentration von 10 - 50 % (w/v) enthalten kann. In den Deckel des ReaktionsgefaBes 

35 wird radioaktives Transkripl, sowie 10 ug poly A-Carrier-RNA pipettiert (siehe Beispiei 4); der Deckel geschlossen und 
der Ansatz gut gemischt. Der Ansatz wird 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Komplexe aus RNA und kationi- 
scher Verbindung werden in der Eppendorf Zentrifuge 541 7 fur 3 min bei 3000 rpm = ca. 1000 x g sedimentiert und der 
Uberstand abpipettiert. Das Pellet wird in 500 ul eines Trishydroxymethylaminomethan (Tris HCI) Puffers mit einem pH- 
Wert von 6 - 8 und mit hoher Salzkonzentration z.B. 2 - 5 M LiCI 2 - 5 M Natriumacetat, 4 - 6 M Guanidiniumthiocyanat. 

40 oder 2 - 6 M Guanidinhydrochlorid (GuHCI) gelfcst Zur besseren Resuspendierung des Pellets kann der Puffer auf 
60°C erwarmt werden. AuBerdem kann dem Puffer Proteinase K zugegeben (400 ug) und der Ansatz dann fur 10 min 
bei 60°C inkubiert werden. Dann wird 500 jil einer LOsung, die 40 - 98 % (v/v) Ethanol enthait, zugegeben. Eine oder 
beide LOsungen kOnnen daruber hinaus auch ein nicht ionisches, oder zwitterionisches Detergenz, wie z.B. Triton® X- 
100, Nonidet-P40, TWEEN® 20, CHAPSO oder ZWITTERGENT® 3-12 in einem Konzentrationsbereich von 1 - 20 % 

45 enthalten. Die L6sung wird auf eine Silica-Membran enthaltende spin-Saule geladen und durch Zentrifugation fur 1 min 
bei ca. 3700 x g durch die Membran gefuhrt Die spin-Saule wird zweimal mit jeweiis 700 *il eines Ethanol und NaCI 
haltigen Waschpuffers gewaschen, wobei der Waschpuffer mit Zentrifugation bei 1 0 000 x g durch die Membran gefuhrt 
wird. Die spin-Saule wird fur 3 min bei 20 000 x g trockenzentrifugiert, und die RNA in zwei Schritten mit je 30 u.1 Wasser 
von der Silica-Membran eluiert. 

so [0086] WShrend des Prozesses werden alle Fraktionen (Uberstand, Durchbruch, spin-Saule und gesammelt und 
anschlieBend wird die Verteilung des radioaktiv markierten Transkriptes in den einzelnen Fraktionen durch Messung in 
einem Szintillationszahler bestimmt. 

[0087] In Tabelle 5 sind exemplarisch Ergebnisse von unter den oben genannten Bedingungen durchgefuhrten Auf- 
reinigungen von radioaktiv markierter RNA aus Plasma dargestellt. 

55 
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Tabelle 5: Ausbeute an radioaktiv markierter RNA im Eluat. 
Die Angaben erf olgen in Prozent der eingesetzten Gesamtmenge 
radioaktiver RNA. Die Differenz zu 100 % ergibt sich aus den 
Anteilen an RNA in den iibrigen Fraktionen (Oberstand, 
Durchbruch und Spin-Saule) . 



10 


Lysepuffer 


Aufreinlgungspuffer 


Ausbeute 


15 


1 % EthandiyM,2- 

bis((fimethytdecyiammoniumt>romkl)» 50 mM Tris HCI 
pH 7.5 


2 M GuHCI 50 mM Tris HCI pH 7,5 
80 % (v/v) Ethanol 


42% 


1 %EthandiyH t 2- 

bfs<tf mefthyftecylammonlumbfDmkf), 50 mM Tris HCI 
pH 7,5 


3 M GuHCI 50 mM Tris HCI pH 7,5 
60 % (v/v) Ethanol 


45% 


20 


1 % EthandiyH,2- 

bis(tfmerthykiecylammoniumbromid), 50 mM Tris HCI 
pH 7.5 


5 M GuHCI 50 mM Tris HCI pH 7.5 
80 % (v/v) Ethanol 


53% 




1 % Ethandiyl-1,2- 

bis(dimemy)decylammoniuinbromtd) t 50 mM Tris HCI 
pH 7.0 


6 M GuHCI 50 mM Tris HCI pH 7,0 
40 % (v/v) Ethanol 


40% 


25 


1 % Ethand iy»- 1,2- 

bis<dimethyktecytammoniumbromkl) t 50 mM Tris HCI 
PH7.0 


6 M GuHCI 50 mM Tris HCI pH 7,0 
60 % (v/v) Ethanol 


32% 


30 


1 %Ethar>diyl-1,2- 

bis(dimethyldecylammonjumbromid), 50 mM Tris HCI 
PH7.0 


6 M GuHCI 50 mM Tris HO pH 7,0 
80 % (v/v) Ethanol 


24% 


35 


1 % Ethandiyl-1,2- 

bis(dimemytd6cylammoniumbrorni(f). 50 mM Tris HQ 
pH 7,0 


6 M GuHCI 50 mM Tris HCI pH 7,0 
98 % (v/v) Ethanol 


31 % 


20%ar*andiyl-1 t 2- 
bis(dimethyldecytammoniumbromid), 
50 mM Tris HCI pH 7,0, 3 M Hamstoff 


6 M GuHCI 50 mM Tris HCI pH 7,0 

80 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Nonktet P40 


50% 



40 



45 



50 
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c 


20% Ethandiyl-1,2- 
bts(dtmethyldecytammonium bromid). 
50 mM Tris HQ pH 7,0, 6 M Hamstoff 


6 M GuHCI 50 mM Tris HCI pH 7,0 

80 % (v/v) Ethanol. 10 % (v/v) Nonidet P40 


32% 


10 


5% Elhamfiyl-1,2- 
bis(dtmethy1decylammonium bromid), 
50 mM Tris HCI pH 7,0, 3 M Hamstoff, 
0,2 % (v/v) Tributylphosphat 


6 M GuHCI 50 mM Tris HCI pH 7.0 

80 % (v/v) Etnanol. 10 % (v/v) Nonidet P40 


64% 




5%Ethandiyl-1 f 2- 
bis<dfmethyldec/tammof)fumbromid), 
50 mM Tris HCI pH 7.0, 3 M Hamstoff. 
0,6 % (v/v) Tribim/lpbospnat 


6 M GuHCI 50 mM Tris HCI pH 7,0 

80 % (v/v) Etnanol. 10 % (v/v) Nonidet P40 


50% 


15 


5%Ethandiyl-1.2- 

bts(dimethyIdecytammoniumbrornid), 
50 mM Tris HCI pH 7,0, 3 M Hamstoff, 
0,8 % (v/v) Tributylphosphat 


6 M GuHCI 50 mM Tris HCI pH 7,0 

80 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Nonidet P40 


36% 


20 


1 %EthandiyM,2- 

bis(oUmethytdecylammontum bromid) , 
50 mM Tris HCI pH 7,0. 3 M Hamstoff, 
30 % (v/v) Isopropanol 


6 M GuHCI 50 mM Tris HCI pH 7,0, 

5 % (v/v) Nonidet P40 

80 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Nonidet P40 


66% 


25 


1 %Ethandiy1-1.2- 

bis<dimethyldecylammontum bromid). 
50 mM Tris HCI pH 7.0. 3 M Hamstoff, 
40 % (v/v) Isopropanol 


6 M GuHCI 50 mM Tris HCI pH 7,0. 
5 % (v/v) Nonidet P40 
80 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Nonidet P40 


49% 




2%EthandiyM,2- 
bts(dimethytdecylammonium bromid), 
50 mM Tris HCI pH 7.0, 3 M Hamstoff, 
30 % (v/v) Isopropanol, 10 mM Dithiotrertol 


6 M GuHCI 50 mM Tris HCI pH 7,0. 
5 % (v/v) Nonidet P40 
80 % (v/v) Ethanol. 10 % (v/v) Nonidet P40 


65% 


30 


2 % Ethandiyl-1,2- 
bi$(dimemyldecylammoniurn bromid), 
50 mM Tris HCI pH 7.0. 4 M Hamstoff, 
30 % (v/v) Isopropanol. 5 mM Drthiotreitol 
0.3 % (v/v) Tributylpbosphat 


6 M GuHCI 50 mM Tris HCI pH 7.0. 

5 % (v/v) Nonidet P40 

80 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Nonidet P40 


71 % 


35 


2%Ethandiyl-1,2- 

bis(dtmethyldecytam monium bromid), 
50 mM Tris HCI pH 7.0. 4 M Hamstoff. 
30 % (v/v) Isopropanol. 5 mM Dithiotrertol 
0.3 % (v/v) Tributylphosphat 


6 M GuHCI 50 mM Tris HCI pH 7,0. 

1 % (v/v) Nonidet P40, 400 ug Proteinase K 

80 % (v/v) Ethanol. 10 % (v/v) Nonidet P40 


78% 


40 


1 % EthandiyM,2- 

bis(dimethyfdecylam monium brom id), 50 mM Tris HCI 
pH 7.5 


2 M UCI 50 mM Tris HCI pH 7,5 
80 % (v/v) Ethanol 


39 % 


45 


1 % Ethandryl-1.2- 

bts(dimethyldecytammoniumbromid), 50 mM Tris HCI 
pH 7,5 


5 M UCI 50 mM Tns HCI pH 7,5 
80 % (v/v) Ethanol 


38 % 




2%EthandiyM.2- 

bis(dimethyfdecy1ammoniumbromid), 50 mM Tris HO 
pH 7.5 


2 M Natriumacetat pH 6,5 
70 % (v/v) Ethanol 


31 % 


SO 


2%EthandiyM,2- 

bis(dimethyldecylammoniumbromid), 50 mM Tris HCI 
pH 7,5 


4 M Natriumacetat pH 6,5 
70 % (v/v) Ethanol 


30% 



55 



21 

BNSDOCID: <EP 1031626A1 J_> 



EP 1 031 626 A1 



5 


1 %EthandiyM f 2- 

CMS(dirn€*hyklecylarnmoniumbromid), 50 mM Tris HCI 
pH7,5 


4 M Guantdiniumthiocyanat, 50 mM Tris HCI 
pH 7.0 


59% 




1 %EthandiyH,2- 
b^s(dimemy*de(^ammoniumb^omtf^^ 50 mM Tris HCI 
pH 7,5 


6 M Guanidiniumthiocyanal 50 mM Tris HCI 
pH7,0 

80 % (v/v) Ethanol 


46% 


10 


1%EthancfiyH,2- 

bis(dimethyldecytammoniurnbromkl), 50 mM Tris HCI 
pH 7.5 


5.5 M Guanidiniumthiocyanat, 40 mM 
Natriumatrat pH 7,5, 1 % (v/v) Triton® X- 
100 


34% 


15 


1%EthandiyH.2- 

t»s(dimethyldecylammoniumbromicJ). 50 mM Tris HCI 
pH 7,5 


5.5 M Guankfiniumthiocyanat, 40 mM 
Natriumatrat pH 7.5, 5 % (v/v) Triton® X- 
inn 

80 % (v/v) Ethanol 


43% 


20 


1 %EthandiyH,2- 

bis(<fimethyWecy1ammoniumbromkj). 50 mM Tris Ha 
pH 7,5 


5,5 M Guanicfiniumthiocyanat, 40 mM 
Natriumcitrat pH 7,5. 1 % (v/v) TWEEN® 20 


20% 




1 %Ethandiyt-1,2- 

bis(dimethyldecylammooiumbfomkJ), 50 mM Tris HCI 
pH7,5 


5,5 M Guanidiniumthiocyanat, 40 mM 
Natriumatrat pH 7.5. 3 % (v/v) TWEENY 20 
98 % (v/v) Ethanol 


20% 


25 


1 % Ethandiyl-1,2- 

bis(dimethyWecy1ammoniumbromid), 50 mM Tris HCI 
pH7,5 


5.5 M Guanidiniumthiocyanat, 40 mM 
Natriumatrat pH 7,5, 3 % (w/v) 
ZWITTERGENT® 3-12 
ifo t» (v/V) tinanoi 


56% 


30 


1 %EthandiyM,2- 

ki*MimalKulH^ul4mmnn!iiitthmmiri\ mlUl Tri^. HCH 

Dts^oimcJtiiy'OvcyioiiiiiivnfuniiMuiiiiu/, winin in» itv»» 
pH7.5 


5,5 M Guanidiniumthiocyanat. 40 mM 
Natriumatrat pH 7,5, 5 % (w/v) 
ZWITTERGENT®3-12 
98 % (v/v) Ethanol 


37% 


35 


1 %EthandiyH I 2- 

bis(dimethyidecylammoniumbromid), 50 mM Tris HCt 
pH7,5 


5,5 M Guanidiniumthiocyanat, 40 mM 
Natriumatrat pH 7,5, 1 % (w/v) CHAPSO 
98 % (v/v) Ethanol 


22% 




1 %Ethandiyt-1 t 2- 

bis(dimemyidecylammoniumbromid), 50 mM Tris HCI 
PH7.5 


5,5 M Guanidiniumthiocyanat, 40 mM 
Natriumatrat pH 7,5. 3% (w/v) CHAPSO 
98 % (v/v) Ethanol 


19% 



40 



Beispiel 8: Isolierung von Gesamt-RNA aus HeLa-Zellen 

[0088] Ein Zeilpellet bestehend aus 1x10 exp.7 HeLa-Zellen aus einer Suspensionskuitur wird in 1 ml einer 
45 2%igen L6sung (w/v) von EthandiyM ,2-bis(dimetyldecyiammoniumbromid), gepuftert mit einem Tris-HCI Puffer pH 7,0 
und versetzt mit 10 uJ B-Mercaptoethanol pro ml Losung aufgenommen, mittels eines Polytron-Homogenisators in 
einem Eppendorf-ReaktionsgefaB zerkleinert und fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert 

[0089] Dann wird die Losung fur 3 min bei ca. 1000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen und das 
Sediment in 200 ul einer Losung bestehend aus 4 M Guanidin-thiocyanat, 0,2 M Natriumacetat und 10 % (v/v) Nonidet 

50 P40 geldst. AnschlieBend werden 100 uJ saures Phenol zugegeben und die Ldsung wird durch kr&ftiges Schutteln 
extrahiert. Nach Zugabe von 100 ul Chloroform wird die Ldsung abermals durch krSftiges Schutteln extrahiert und zur 
Phaserrtrennung fur 1 min. mit 20000 x g zentrifugiert. Die wSsserige Phase wird abgenommen und mit 100 ul Chloro- 
form reextrahiert wie oben beschrieben. Die wSsserige Phase wird abgenommen und die Nukleinsauren werden durch 
Zugabe von 200 ul Isopropanol fur 30 min bei -20°C ausgefallt. Die ausgefailten NukleinsSuren werden durch Zentri- 

55 fugation fur 5 min mit 20000 x g sedimentiert, der Uberstand wird abgenommen, das NuWeinsSure-Sediment wird ein- 
mal mit einer 80 %igen Ethanol- Losung gewaschen, getrocknet und in RNase-freiem Aqua dest. geldst. 
[0090] Die Menge an isolierter Nukleinsaure wird durch Messung der Uchtabsorption bei einer Wellenlange von 
260 nrn ermrttelt, und die Reinheit der Nukleinsaure wird durch die Bestimmung des Verhaitnisses der Uchtabsorption 
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bei 260 nm und 280 nm ermittelt (s. Tabelle 6). 



Tabelle 6 



RNA-Ausbeute und Reinheit bei Einsatz von 1x10 exp.7 HeLa-Zellen. 
Zur Bestimmung der Ausbeute wird der Berechnungsfaktor fur die RN A herangezogen (1 OD 260 nm 
=40 ng/ml), die OD-Messung eriblgt in Wasser. Es wird eine Dreifachbestimmung durchgefuhrt. 


Proben Nr. 


Ausbeute/^g 


OD 260nm/280nrn 


1 


51.2 


1,85 


2 


135 


1,66 


3 


77,9 


1,69 



15 

[0091] Das Ergebnis liegt im Rahmen der Erwartungen an Gesamt-RNA, die man aus 10 exp. 7 HeLa-Zellen iso- 
lieren kann. 

Beispiel 9: 1 sol ie rung von Gesamt-RNA aus Mausniere 

20 

[0092] Jeweils 20 mg Nierengewebe wird in 1 ml einer L6sung, die 2 % (wA/) Ethandiyl-1 ,2-bis(dimetyldecylammo- 
niumbromid)) sowie 3 M Urea und 10 y\ p-Mercaptoethanol pro ml Losung enthalt und gepuffert wird durch einen 50 
mM Tris-HCI Puffer pH 7,0, mittels eines Polytron-Homogenisators in einem Eppendorf-ReaktionsgefSB zerkleinert und 
anschlieBend fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Losung wird dann fur 3 min bei ca. 1000 x g zentrrfugiert. 

25 [0093] Der Uberstand wird abgenommen und das Sediment in 200 \\\ einer Losung bestehend aus 4 M Guanidin- 
thiocyanat. 0,2 M Natriumacetat und 10 % (v/v) Nonidet P40 geldst AnschlieBend werden 100 u.l saures Phenol zuge- 
geben und die Losung wird durch kraftiges Schutteln extrahiert. Nach Zugabe von 100 ul Chloroform wird die Losung 
abermals durch kraftiges Schutteln extrahiert und zur Phasentrennung fur 1 min. mit 20000 x g zentrifugiert. Die w£s- 
serige Phase wird abgenommen und mit 100 uJ Chloroform reextrahiert wie oben beschrieben. Die wSsserige Phase 

30 wird abgenommen und die Nukleinsauren werden durch Zugabe von 200 ^ Isopropanol fur 30 min bei -20°C ausgefailt. 
Die ausgefSllten NukleinsSuren werden durch Zentrifugation fur 5 min mit 20000 x g sedimentiert, der Uberstand wird 
abgenommen, das Nukleinsaure-Sediment wird einmal mit einer 80 %igen Ethanol-L6sung gewaschen, getrocknet und 
in RNase-freiem Aqua dest. geldst. 

[0094] Die Menge an isolierter Nukleinsaure wird durch Messung der Lichtabsorption bei einer Wellenlange von 
35 260 nm ermittelt, und die Reinheit der NuWeinsSure wird durch die Bestimmung des VerhSltnisses der Lichtabsorption 
bei 260 nm und 280 nm ermittelt (s. Tabelle 7). 



Tabelle 7 



RNA-Ausbeute und Reinheit bei Einsatz von 20 mg Nierengewebe. Zur Bestimmung der Aus- 
beute wird der Berechnungsfaktor fur die RNA herangezogen (1 OD 260 nm =40 pg/ml), die Mes- 
sung erfolgt in Wasser. Es wird eine Dreifachbestimmung durchgefuhrt. 


Proben Nr. 


Ausbeute/^g 


OD 260nm/280nm 


1 


220 


1,31 


2 


207 


1,90 


3 


256 


2,26 



50 

Beispiel 10 

Aufreinigung von RNA aus Plasma durch eine Komplexierung mit kationischen Verbindungen und anschlie- 
Bender Phenol/Chloroform Extraktion 

55 

[0095] Als Modell fur eine virale RNA (z.B. HCV- oder HIV-RNA) wird HeLa-RNA in eine Mischung aus 140 ul Blut- 
plasma und 140 \i\ einer Losung aus 2 % (w/v) Ethandiyl-1 ,2-bis(dimethyldecylammoniumbromid), gepuffert mit 50 mM 
Tris-HCI, pH 7,0, gegeben und anschlieBend fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die L6sung wird dann fur 3 min 
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bei ca. 1000 x g zentrifugiert 

[0096] Der Uberstand wird abgenommen und das Sediment in 200 ul einer LGsung bestehend aus 4 M Guanidin- 
thiocyanat, 0,2 M Natriumacetat und 10 % (v/v) Nonidet P40 gelost. AnschlieBend werden 100 ^1 saures Phenol zuge- 
geben und die L6sung wird durch kraftiges Schuttein extrahiert. Nach Zugabe von 100 *il Chloroform wird die L6sung 

5 abermals durch kraftiges Schuttein extrahiert und zur Phasentrennung fur 1 min. mit 20000 x g zentrifugiert. Die was- 
serige Phase wird abgenommen und mit 100 \i\ Chloroform reextrahiert wie oben beschrieben. Die wSsserige Phase 
wird abgenommen und die NuWeinsauren werden durch Zugabe von 200 ^ Isopropanol fur 30 min bei -20°C ausgefailt. 
Die ausgefailten NuWeinsauren werden durch Zentrifugation fur 5 min mit 20000 x g sedimentiert, der Uberstand wird 
abgenommen, das Nukleinsaure-Sediment wird einmal mit einer 80 %igen Ethanol-Ldsung gewaschen, getrocknet und 

10 in RNase-freiem Aqua dest. gelost. 

[0097] Die Menge an isolierter Nukleinsaure wird durch Messung der lichtabsorption bei einer Wellenlange von 
260 nm ermittelt, und die Reinheit der Nukleinsaure wird durch die Bestimmung des Verhaitnisses der Lichtabsorption 
bei 260 nm und 280 nm ermittelt (s. Tabelle 8). 

15 

Tabelle 8 



RNA-Ausbeute und Reinheit. Zur Bestimmung der Ausbeute wird der Berech- 
nungsfaktor fur RNA herangezogen (1 OD 2 6o nm = 40 MO'™ 1 ), die Messung erfolgt 
in Wasser. Es wird eine Dreifachbestimmung durchgefuhrt. 


Proben Nr. 


Ausbeute/^g 


OD 260nm/280nm 


1 


13,3 


1,73 


2 


18,7 


1,72 


3 


16,4 


1.91 



Beispiel 11: 

30 [0098] Isolierung von RNA durch eine Komplexierung mit kationischen Verbindungen und nachfolgender Aufreini- 
gung mittels Membrantechnologien, die in der Patentanmekiung Aktenzeichen PCT/EP98/06756 beschrieben werden. 
[0099] Je 10 ng RNA in 100 pi Wasser werden mit 100 p\ einer 2 %igen Ethandiyi-1,2-bis(dimethy1decylammoni- 
urnbromid) Losung in 50 mM Tris-HCI pH 7,0 versetzt und fur 10 min in einem Eppendorf-ReaktionsgefaB bei Raum- 
temperatur inkubiert. Die Losung wird anschlieBend fur 3 min bei 20000 x g zentrifugiert, der Uberstand dekantiert und 

35 das Pellet in 300 ^l einer Losung aus 6 M Guanidinhydrochlorid, 50 mM Tris-HCI, pH 7,0, und 1 % (v/v) Nonidet P40 
gelost. Nach Zugabe von 300 M l einer Losung aus 80 % Ethanol und 10 % Nonidet P40 (v/v) werden die Ansatze in 
einer Plastiksaule, die eine Polypropylenfritte zur mechanischen Unterstutzung enthait, auf der eine Membran zur Bin- 
dung der NukleinsSuren mittels eines Spannringes fixiert ist f mittels Zentrifugation bei 10000 x g fur eine Minute durch 
die Membran hindurchgefuhrt Als Membranen werden eingesetzt: 

40 

1. Pall Fluoro Trans G, Polyvinylidendrfluorid, hydrophob, PorengrOBe 0,2 nm 

2. GORE-TEX Polyester-Vlies 9318, Polytetrafluorethylen, hydrophil, PorengrOBe 3 pm 

3. Millipore Fluoropore PTFE, Polytetrafluorethylen, hydrophob, PorengrOBe 3 nm 

45 [0100] Der DurchfluB wird in einem Sammelr6hrchen aufgefengen und verworfen. Die Membranen werden nach- 
einander mit 600 *il eines Guanidin-thiocyanat haltigen Puffers und danach mit einem Guanidin-thiocyanat f reien Puffer 
gewaschen. Dabei werden die Waschpuffer jeweils durch Zentrifugation bei 10000 x g durch die Membran gefuhrt. 
Nach der zweiten Waschung werden die Membranen fur 2 min bei 20000 x g trockenzentrifugiert Dann wird die RNA 
durch Aufpipettieren von 70 pi Wasser auf die Membran und Inkubation fur 2 min bei Raumtemperatur von der Mem- 

50 bran eluiert. Das Eluat wird mit einer Pipette von oben von der Membran abpipettiert Die Elution wird nochmals mit 70 
fxl Wasser wiederholt, die Eluate werden vereinigt. 

[0101] Die Menge an isolierter RNA wird durch Messung der Lichtabsorption bei einer Wellenlange von 260 nm 
ermittelt, und die Reinheit der RNA wird durch die Bestimmung des Verhaitnisses der Lichtabsorption bei 260 nm und 
280 nm ermittelt (s. Tabelle 9). 

55 
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Tabelle 9 



RNA-Ausbeute und Reinheit. Zur Bestimmung der Ausbeute wird der Berechnungsfaktor fur 
RNA herangezogen (1 OD260nm =40 up/ml). Die Messung erfolgt in Wasser. Es werden 
jeweils Vierfachbestimmungen durchgefuhrt. 


Membran 


Asbeute/^g 


OD 260nm/280nm 


Pall Fluoro Trans G 


4,95 


1 ,96 




2,32 


1 ,99 




4,73 


1,96 




2,49 


1,98 


GORE-TEX Polyester Vlies 9318 


3,25 


1,90 




3,07 


1,80 




1,52 


1,66 




2,57 


1,88 


Millipore Fluoropore PTFE 


4,32 


1,99 




7,08 


1,99 




7,66 


1,97 




7,25 


1,98 



Beispiel 12: Stabilisierung von RNA in Blut mittels kationischer Verbindungen mit zwei Oder mehr Ammonium- 
zentren 

[0102] Jeweils 200 uJ frisches Blut werden mit 600 ui einer Losung aus: 

2 % (w/v) Ethandiyl-1,2-bis(dimethyldecyIammoniumbromid) in 200 mM Natriumcitrat pH 3,0 
2 % (w/v) Propandiyl-1,2-bis(dimethyldecylammoniumbromid) in 200 mM Natriumcitrat pH 3,0 
2 % (w/v) Ethandiyl-1,2-bis(dimethyltetradecylammoniumbromid) in 200 mM Natriumcitrat pH 3,0 
2 % (w/v) N,N\N M -tridecyl-N,N,N\N , \N"i3erte^ 
in 200 mM Natriumcitrat pH 3,0 

versetzt und fur 48 h bei Raumtemperatur gelagert. Alle Ansatze wurden als Doppelbestimmungen durchgefuhrt. 
[0103] Zur Isolierung der RNA werden die Proben fur 2 min bei 1 000 x g zentrrfugiert, der Oberstand dekantiert und 
das Pellet in 700 u.l einer Losung aus 6 M Guanidinhydrochlorid, 200 mM Tris-HQ pH 7.0 und 1 % (v/v) Nonidet P40 
gelost Dann werden 80 ^g Proteinase K zugegeben und die Ansatze werden for 30 min bei 40°C inkubiert. Es werden 
jeweils 350 nl saures Phenol zugegeben und die Ansatze werden durch kraftiges Schutteln extrahiert Nach Zugabe 
von 350 uJ Chloroform und erneuter Extraklion werden die Ansatze zur Trennung der Phasen fur 3 min bei 14000 x g 
zentrifugiert. Die wasserige Phase wird abgenommen und nochmals mit 700 *d Chloroform extrahiert. Nach erneuter 
Zentrifugation wird wieder die wasserige Phase abgenommen und die RNA durch Zugabe von 70 fd 3 M Natriumacetat 
pH 5,2 und 700 pi Isopropanol fur 30 min bei -20°C ausgefailt. Die RNA wird fur 10 min bei 20000 x g abzentrifugiert, 
der Oberstand abgenommen, das Pellet einmal mit 600 \i\ 80 % (v/v) Ethanol gewaschen, anschlieSend getrocknet und 
in 100 fil RNase freiem Wasser zuruckgeldst 

[0104] Die Menge an isolierter RNA wird durch Messung der Lichtabsorption bei einer Wellenlange von 260 nm 
ermittelt, und die Reinheit der RNA wird durch die Bestimmung des VerhaJtnisses der Lichtabsorption bei 260 nm und 
280 nm ermittelt (s. Tabelle 10). 
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TabellelO 



RNA-Ausbeute und Reinheit. Zur Bestimmung der Ausbeute wird der Berechnungsfaktor fur RNA herangezogen (1 
OD 26 onm =40 ng/ml). Es werden jeweils Doppelbestimmungen durchgefuhrt. 


ixauoniscne verDindung 


Ausbeute/ng 


OD 260nm/280nm 


Ethandiyl-1 t 2-bis(dimethyldecylammoniumbrorriid) 


0,36 


1,24 




0,60 


1,14 


Propandiyl-1,2-bis(dimethyWecylammoniumbromid) 


3,2 


1,01 




0,72 


1,1 


EtharHdiylO,2-bis(dimethyltetradecylammoniumbromid) 


0,96 


1,15 




1,2 


1,05 


N,N\N"-tridecyl-N,N,N\N , \N M ^entamethyl-bis-(2-ammonioe- 
thyl)ammoniumbromid 


0,72 
1,8 


1.17 
0,72 



Beispiel 13: Isolierung von RNA mittels kationischer Substanzen mit zwei Oder mehr Ammoniumzentren 

[0105] Je 25 ^g reine HeLa-RNA, geldst in 140 Wasser, wird mit 140 ul der Substanzen in unterschiedlicher Kon- 
zentration von 1 - 15 % (wA/), geldst in Wasser, versetzt und bei RT fur 10 min inkubiert, die Substanz-RNA-Komplexe 
werden fur 10 min bei 5000 x g abzentrifugiert, in 150 ill eines Puffers bestehend aus 3,5 M Guanidiniumthiocyanat, 25 
mM Natriumcitrat pH 7,5 aufgenommen und nach dem folgenden Protokoll aufgereinigt. Zur Probe werden 150 ul 70% 
Ethanol zugegeben. Dann wird die Probe mittels Vakuum auf eine Siiica-Membran enthaltende spin-Saule aufgetra- 
gen. Die spin-Saule wird zweimal mit einem Ethanol und NaCI haltigen Waschpuffer gewaschen, wobei der Waschpuf- 
fer ebenfalls mittels Vakuum durch die Membran gefuhrt wird. Die spin-SSule wird mittels Vakuum fur 10 min 
getrocknet. Dann wird cfie RNA zweima! mit je 60 ul Wasser eluiert, wobei die spin-Saule fur je 1 min bei 10 000 x g 
zentrifugiert wird. Die Ergebnisse werden in Tabelle 1 1 zusammengefaBt. 



Tabellell 



Ausbeute an HeLa-RNA im Eluat in AbhangigkeH von der Konzentration der eingesetzten Substanz. Zur Bestim- 
mung der Ausbeute wird der Berechnungsfaktor fur RNA herangezogen (1 OD260nm =40 ug/ml). 


Substanz 


Konzentration in % 
(w/v) 


Ausbeute/ 


Ethandiyl-1,2-bis(dimethyldecylammoniumbromid) 


1 


22,2 




9 


25,0 




15 


19,5 


Ethandiyl- 1 ,2-bis(dimethyldecylammoniurnthiosulfat) 


1 


24,5 




9 


25 




15 


24 


Ethandiyl- 1 ,2-bis(dimethyldecylammoniumsulfat) 


1 


22,2 




9 


25 




15 


22,4 


Ethandiyl- 1,2-bis(dimethyldecylammoniumjodid) 


1 


18,9 




9 


23 




15 


19.2 
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Tabelle 1 1 (fortgesetzt) 





Ausbeute an HeLa-RNA im Eluat in Abhangigkert von der Konzentration der eingesetzten Substanz. Zur Bestim- 




mung der Ausbeute wird der Berechnungsfaktor fur RNA herangezogen (1 OD260nm =40 fig/ml). 


5 


Substanz 


Konzentration in % 
(w/v) 


Ausbeute/ ug 




M M' M"-triHpr*\/l- M M M* M" M''.nonta m£sth\/l-Kic_/ O -ommr\r\tr\&- 
I'l'* »'» ll1VJCL»yi l>i,IM,l>i ,IM , 111 -)Jei Hell lieu lyi UlO \£- Cll I II 1 HJI 1ILH? 


1 
i 


1 *\ ^ 

■ o,o 




thyl)ammoniumbromid 


Q 




10 




13 


23,2 




N N' N"-trrtPtr3rfppvl-N M N* M" M M -nontam^ttivl-hiQ-Y2-pmmn- 
'•i 1 ' i 1 ' ii iicii auewy i im,in,i>i ,ih ,iit fjciiicii i icu lyi uio aiiiitiu 


i 
i 


1 1 ^ 




nioethyl)ammoniumbromid 
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15 
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3 


21,2 
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13 


24,7 




Duranaiyi- 1 .^-Dis^aimeinyiaecyiammoniumDromiu^ 


1 


o a a 
<£4,b 


25 




q 

13 


11.3 




Ethandiyl-1 ,2-bis(dimethyldodecylammoniumbrorriid) 


1 

8 


14,4 
14,5 


30 




15 


7.3 




Propandiyl- 1 .2-bis(dimethyltetradecylammoniumbromid) 


1 
9 


13,8 
18 


35 




15 


14.6 




Hexadimethrin Bromid 


1 

5 


9.6 
3 



40 [0106J Das Ergebnis zeigt. daB alle Substanzen zur Komplexierung von RNA verwendet werden kOnnen. Einige 
Substanzen wirken aber unter den gewahrten Bedingungen deutlich effektiver als andere. 



Beispiel 14: Stabi listening von RNA mittels kationischer Verbindungen in Blut 

45 [0107] Zu 1 ml Blut wird 1 ml Stabilisierungspuffer, bestehend aus 2 % (w/v) Ethandiyl-1 ,2-bis(dimethyldecylammo- 
niumbromid), 50 mM Kaliumacetat pH 5,5 und 50 mM Tris HCI pH 7,0 gegeben. Der Ansatz wird gut gemischt und fur 
24 Stunden bzw. 96 Stunden bei Raumtemperatur oder bei 4°C gelagert. Die Komplexe bestehend aus Nukleinsaure 
und kationischer Verbindung werden fur 3 min bei 4000 x g zerrtrifugiert, der Oberstand entfernt und das Pellet in 1 ml 
eines Puffers bestehend aus 6 M Guanidinhydrochlorid, 50 mM Tris HCI pH 7,0, 1 % (v/v) Nonidet P40 ruckgelost Dann 

so werden 800 ug Proteinase K zugegeben und der Ansatz fur 1 Stunde bei 60°C inkubiert. Dann wird 1 ml 80 % (v/v) 
Ethanol, 10 % (v/v) Nonidet P40 zugegeben und die Probe mittels Vakuum auf eine Silica-Membran enthaltende spin- 
Saule aufgetragen. Die spin-Saule wird mit 350 fal eines Guanidiniumthiocyanat und Ethanol -haltigen Puffers gewa- 
schen. Dann werden 80 pi eines Tris HCI-Puffers mit MgCI 2 , der 75 U DNase I (Pharmacia) enthalt, auf die Silica-Mem- 
bran pipettiert und zum Abbau der genomischen DNA fur 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die spin-Saule wird 

55 nochmals mit 350 pi des Guanidiniumthiocyanat und Ethanol-haltigen Puffers gewaschen und im AnschluB mit 700 ul 
eines Ethanol-haltigen Waschpuffers. Die spin-Saule wird fur 3 min bei 20 000 x g trockenzentrifugiert und die RNA in 
zwei Schritten mit je 30 pi Wasser eiuiert 

[0108] Jeweils 3 ul des Eluates werden fur einen RT-PCR Nachweis der p-Actin mRNA in einem ABI PRISM 7700 
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Sequence Detector (Applied Biosystems) (sog. TaqMan Technologie) eingesetzt 

[0109] Die TaqMan Technologie nutzt Oligonukleotid-Sonden, die einen Reporter- und einen Quencher- Farbstoff 
enthalten. WShrend der PCR-Arnplifikation wird die 5'-3' Exonuklease Aktivitat der Taq-Polymerase genutzt um den 
Reporter-Farbstoff vom Quencher-Farbstoff zu trennen, wodurch ein Sequenz-speziftsches Fluoreszenz-Signal gene- 
5 riert wird, das mit jedem Amplif ikationszyklus ansteigt. Die Quantif izierung basiert auf dem threshold cycle, bei dem ein 
vorher definierter Grenzwert der Fluoreszenz erreicht wird. Der Vergleich der threshold cycles liefert ein MaB fur die 
relative Konzentration an template in verschiedenen Proben. Die Messung wahrend der logarithmischen Phase, wenn 
die PCR Genauigkeit am hSchsten ist, liefert prazise Daten fur eine genaue Bestimmung. 
[0110] Das Ergebnis ist in Tabelle 12 dargestellt. 

10 



Tabelle 12 



75 


Analyse der p-Actin mRNA mittels TaqMan™ RT-PCR. Dargestellt sind die threshold cycles (C T ) der 
TaqMan™ Auswertung in AbhSngigkeit von der Lagerung der stabilisierten Probe. Es wurden jeweils 
Doppelbestimmungen von jeder Probe im ABI PRISM 7700 Sequence Detector durchgefuhrt. 




Lagerung 


c T 




24 h 4°C 


17,23 


20 


96 h4°C 


18.51 
18,30 
18.29 




24 h Raumtemperatur 


17.93 


25 




17.89 




96 h Raumtemperatur 


19.34 
19,35 



30 

Beispiel 15: Stabilisierung von RNA mittels kationischer Verbindungen in Plasma 



[01 1 1 ] In einem 2 ml ReaktionsgefaB werden zu 500 uJ Plasma 500 ul enthaltend 2 % (w/v) Ethandiyl-1 ,2-bis(dime- 
thyldecylammoniumbromid), 200 mM Natriumcitrat pH 3,0 zugegeben. In den Deckel des ReaktionsgefaBes werden 15 

35 ug HeLa-RNA pipettiert. der Deckel geschlossen und der Ansatz gemischt Jeweils eine Probe wird fur 10 min bei 
Raumtemperatur inkubiert und danach sofort weiterverarbeitet. Die anderen Proben werden fur 24 und 48 Stunden bei 
4°C gelagert und dann die RNA isoliert Zur Kontrolle wird die HeLa-RNA direkt ins Plasma pipettiert und nach 10 
Sekunden werden 500 ul 2 % (w/v) Ethandiyl-1 1 2-bis(dimethyldecylammoniumbromid), 200 mM Natriumcitrat pH 3.0 
zugegeben und weitere 10 min bei Raumtemperatur inkubiert, bevor die Probenvorbereitung durchgefuhrt wird. bzw. 

40 die Kontrollen werden zusammen mit den stabilisierten Proben fur 24 und 48 Stunden bei 4°C gelagert. Zur Probenvor- 
bereitung werden dann 500 ul 2 % (w/v) Ethandiyl-1, 2-bis(dimethyldecylammoniumbromid), 200 mM Natriumcitrat pH 
3,0 zugegeben, der Ansatz fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert und dann weiterverarbeitet. 
[0112] Die Komplexe bestehend aus RNA und kationischer Verbindung werden fur 3 min bei ca. 1 100 x g abzentri- 
fugiert, der Oberstand abgenommen und das Pellet in 600 ul eines Puffers bestehend aus 6 M Guanidinhydrochlorid. 

45 50 mM Tris HCI pH 7.0. 1 % (v/v) Nonidet P40 ruckgeldst. Dann werden 800 ug Proteinase K zugegeben und der 
Ansatz fur 30 min bei 40°C inkubiert. Dann wird 600 ul 80 % (v/v) Ethanol, 10 % (v/v) Nonidet P40 zugegeben und die 
Probe auf eine Silica-Membran enthaltende spin-Saule aufgetragen. wobei sie mittels Zentrifugation bei 3700 x g fur 1 
min durch die Membran gefuhrt wird. 

[01 1 3] Die spin-SSule wird mit 350 ul eines Guanidiniumthiocyanat und Ethanol haltigen Puffers gewaschen. Dann 
so werden 80 ul eines Tris HCI-Puffers mit MgCI2, der 75 U DNase I (Pharmacia) enthait auf die Silica-Membran pipettiert 
und zum Abbau der genomischen DNA fur 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die sprn-S3ule wird nochmals mit 350 
ul des Guanidiniumthiocyanat und Ethanol haltigen Puffers gewaschen und im AnschluB zweimal mit je 500 ul eines 
Ethanol haltigen Waschpuffers. Die spin-Sauie wird fur 3 min bei 20 000 x g trockenzentrifugiert und die RNA in zwei 
Schritten mit je 50 ul Wasser eluiert. Jeweils 4 ul des Eluates werden fur einen RT-PCR Nachweis der p-Actin mRNA 
55 in einem ABI PRISM 7700 Sequence Detector (Applied Biosystems) eingesetzt. Die Reaktionsbedingungen fur den RT- 
PCR Nachweis sind identisch mit den in Beispiel 12 beschriebenen. Jeweils 30 ul des Eluates werden in einem 1,2 
%igen Agarose/Forma!dehyd/MOPS-Ge! aufgetrennt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 13 und Abbildung 1 dargestellt. 
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Tabelle 13 



Analyse der p-Actin mRNA mittels TaqMan™ RT-PCR. Dargestellt sind die threshold cycles (Ct) der TaqMan™ Aus- 
wertung in Abh&ngigkeit von der Lagerungsdauer der stabilisierten Proben und der Kontrollen. Es werden jeweils 
Doppelbestimmungen von jeder Probe im ABI PRISM 7700 Sequence Detector durchgefuhrt. 


Lagerung 


stab. Probe 


Kontrolle 


10 min RT* 


15,90 


21,49 




16,17 


22,16 


24 h 4°C 


16,25 


40** 




15,82 


40** 


48 h 4°C 


16,43 


40** 




16,49 


40** 



* Bei der Kontrolle wird die RNA for ca. 10 Sekunden ungeschutzt im Plasma inkubiert. bevor der Stabilisierungspuffer 
zugegeben wird und fur weitere 1 0 min bei Raumtemperatur inkubiert wird. 
** Es erfolgt innerhalb der 40 Zyklen keine Amplif ikation von p-Aktin mRNA. 



[0114] In den Beispielen 14 und 15 wurde die mRNA des p-Aktin Gens mittels Amp I rf ikation in einern ABI PRISM 
7700 Sequence Detector nachgewiesen. 

[0115] Die p-Aktin mRNA wurde in einer Ein-GefaB TaqMan RT-PCR amplif iziert. Fur den 25 ul Reaktionsansatz 

25 wurden Standardreagenzien in Kitformat der Firma Perkin Elmer Applied Biosystems, (TaqMan PCR Reagent Kit, p- 
Aktin Detection Kit, AmpliTaq Gold DNA Polymerase. MuLV Reverse Transkriptase) sowieder Firma Promega (RNasin) 
eingesetzt. Die cDNA wurde fur 60 min. bei 37°C synthetisiert, die AmpliTaq Gold DNA Polymerase anschlieBend fur 
12 min. bei 95°C aktrviert Das spezifische p-Actin Fragment wurde mittels sich direkt anschlieBender PCR amplifiziert. 
Dafur wurden 40 PCR-Zyklen durchgefuhrt mit jeweils 15 sec 95°C und 1 min 60°C. 

30 [01 1 6] Im Bei spiel 15 bedeutet der Anstieg des C r Wertes (Threshold Cycle Wert) der Kontrollprobe "10 min. RT', 
zu der erst nach 1 0 sec der Stabilisierungspuffer gegeben wurde, von ca. 1 6 auf ca. 22, daf3 wahrend der 1 0 Sekunden, 
indenendie RNA ungeschutzt im Plasma vorlag. mehr als 99% der RNA abgebaut wurde (Kontrolle 10 min. RT). Dabei 
wurde davon ausgegangen, da8 eine Differenz von 1 Threshold Cycle (1 C T ) einen ca. 2-fachen Unterschied der p- 
Aktin-mRNA Mengen in den zu analysierenden Proben bedeutet. Dieses Ergebnis wird durch die Gel analyse bestatigt, 

35 die bei der Kontrolle nur noch einen sehr schwachen Schmier sehr stark abgebauter RNA zeigt (Abbildung 1 , Spuren 
4 und 5, 10 min. Raumtemperatur). Nach einer l&ngeren Lagerung von 24 h bzw. 48 h ohne Zugabe von Stabilisie- 
rungspuffer ist die RNA in den Kontrollen komplett abgebaut (Kontrolle 24 h, 4°C und Kontrolle 48 h, 4°C). Es ist keine 
RNA mehr nachweisbar, weder in einer Agarose/Formaldehyd-Gelelektrophorese (Abb. 1 , Spuren 4 und 5) noch in 
einer p-Aktin TaqMan RT-PCR (Kontrollen). Dabei bedeutet ein Threshold von 40, daB wahrend der 40 PCR-Zyklen 

40 kein Amplifikationssignal erzeugt wurde und somit keine p-Aktin-mRNA mehr nachgewiesen werden konnte. 

[01 1 7] Demgegenuber zeigen sowohl die Ergebnisse der p-Aktin-mRNA Amplif ikation, als auch die Ergebnisse der 
Gefanalyse (Abb. 1), daB bei den gelagerten Proben, zu denen Stabilisierungspuffer gegeben wurde, kein Abbau der 
RNA stattgefunden hat (stab. Proben 10 min. RT, 24 h 4°C, 48 h 4°C). Dies ist an den deutlich erkennbaren Banden der 
ribosomalen RNA im Gel als auch an den im Rahmen der Genauigkeit der Methode als unverandert zu bezeichnenden 

45 C-pWerten der TaqMan RT-PCR zu erkennen. 

[01 18] Dieses Ergebnis wird auch im Beispiel 14 bestatigt, wo in den Blutproben selbst nach Lagerung fur 96 h bei 
Raumtemperatur noch ein sehr sensitiver Nachweis der p-Aktin mRNA mittels der TaqMan™ RT-PCR moglich ist. 
[0119] Es wurde sowohl fur Plasma als auch fur Blut gezeigt, daB RNA in diesen biologischen Proben durch den 
Einsatz kationischer Verbindungen vor einem Abbau geschutzt werden kann. Ungeschutzte RNA wird hingegen in bei- 

so den Probenmaterialien innerhalb von wenigen Sekunden vollstSndig abgebaut. 

Beispiel 16: Isolierung von HeLa-RNA aus Plasma mittels EthandiyM,2-bis(dimethyldecylammoniumbromid), 
gepuffert mit ZitronensSure im pH Bereich von pH 3-7 

55 [0120] 15 ug HeLa-RNA werden in 500 ul Plasma, gemischt mit 500 u.l eines Puffers, enthaltend 2 % (wA/) Ethan- 
diyl-1,2-bis(dimethyldecylammoniumbromid) und 0,5 M Zitronens&ure, unterschiedlicher pH-Werte (pH 3-7) pipettiert 
und fur 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Isolierung der RNA werden die Komplexe bestehend aus katio- 
nischer Verbindung und NuWeinsaure fur 3 min bei 1 100 x g abzentrifugiert und in 600 ul eines Puffers enthaltend 6 M 
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70 



15 



Guanidinhydrochlorid. 1 % (v/v) Nonidet-P40 und 50 mM Tris HCL pH 7.0 ?* ae ™ mme ^^ 
taase K zuaeaeben und der Ansatz fur 30 min bei 40°C inkubiert. mit 600 pi erner Losung enthaltend 80 A> (v/v) Ethanol 
S^O % vSS p40 versetzt und anschlieSend auf eine Silica-Membran enthaltende sP' n " Saule 
D^plewtdm^^ 

cvanat- und Ethanol-halligen Waschpuffer gewaschen und zweimal mrt e.nem NaCI- und E t na "° | - ha ™ 9e . n ^' 1 ^ 
D e £n slle wird lOr a'min bei 20000 x g trockenzentrifugiert DieRNA wird ^^^'^^Z 
Wasser. das ebenfalls mittels Zentrifugation durch die Membran gefuhrt wird. eluiert. Jeweils 30 pi des Eluates werden 
auf einem 1,2 %igen Agarose/Formaldehyd Gel auf getrennt. 

mm Zur Kontrolle (K) wird die HeLa RNA direkt in das Plasma pipettiert und nach 1 0 Sekunden werden 500 pi 

!mStt zuaeaeben und fur weitere 10 min inkubiert. Danach wird die RNA .sol.ert wie oben beschneben. 
[oS' ^KEi 2 Tzeigt ein Agarosege. der oben beschriebenen Reaktionsansatze. Die Zahlen uber den Spuren 

den kann. DemgegenOber zeigt die Kontrolle. da« ungeschutzte RNA im Plasma b.nnen Sekunden abgebaut w.rd. 
Beispiel 17: Stabilisierung von HeLa-RNA in Plasma mittels Ethandiyl-I.Z-blsCdimethyldecylammoniumbro- 
mid), gepuffert mit Zitronensaure im pH-Bereich von 3-5 

2 o 10124] 15 pg HeLa-RNA werden in 500 pi Piasma. stabilisiert mit 500 p. ^^^^^^^ 
divl 1 2 bis(dimethvldecylammoniurrt>romid) und 0.5 M Zitronensaure. untersch.edl.cher pH-Werte (pH 3-5 fur 10 M nu 
^ «r 24 und 48 Stunden bei 4»C ge.agert. Zur isolierung der f™<^*£^ 
bitehend aus katonischer Verbindung und Nukleinsaure fur 3 min bei 1 100 x g abzentr.fug.ert und .n 600 »! 

TS f GutidinhydrocNorid. 1 % (v/v) Nondet-P40 und ^^^ 0 .'2^^^ 

X^e XS. D* *d motels ZentrHugatfon durch die Membran gefuhrt. Die 
Z einem Guanidinthiocyanat- und Ethano.ha.tigen Waschpuffer gewaschen und zweima. mrt «"^aC^ Etha 
nol-haltigen Waschpuffer. Die spin-Saule wird fur 3 min bei 20000 x g trockenzentrifugiert. Die RNA wire I anschl eBena 
Z MuU J RNase freiem Wasse" das ebenfa.ls mittels Zentrifugation durch die >^"«j»Mrt w,rd. elu.ert. Jewels 
30 pi des Eluates werden auf einem 1 .2 %igen Agarose/Formaldehyd Gel *^*!™*^ 3 |^ en werc)en 500 „, 
rm 251 Zur Kontrolle (K) wird die HeLa RNA direkt in das Plasma pipettiert und nach 1 0 Sekunden werden sou pi 
Suffer deSen 2 % (w/v) EthandiyM .2-bis(dimethy W ecylammoniumbromid) noch 0.5 M a*™"" P H 3.0 
ertStt zuaegeben und fur weitere 10 min inkubiert. Danach wird die RNA isoliert w,e oben beschneben. 
« S52l SdTnq3 zeigt ein Agarosegel der Reaktionsansatze bei einer Stabilisierung von 10 M.nuten be. Raum- 
KLurZ von' 24 uS 48 slden L 4»C. Die Zah.en Qber den Spuren geben die jeweiligen pH-Werte an und 

Zitronensaure, RNA in Plasma auch uber einen langen Zeitraum stabil Weibt. 

BeisDiel 18- isolierung von HeLa-RNA aus Plasma mittels kationlscher Verbindungen mtt zwel Stickstoff- -oder 
P^Shor iSe; ve^nuptt uber eine BrOcke bestehend aus einer aromatischen Verbindung Oder Ethan 

[01281 5 pg HeLa-RNA werden in 500 pi Plasma, gemischt mit 500 pi einer Losung der te « oni ^ h « n r y^"" 9 d ^ 
BCD Oder E (siehe unten) pipettiert und anschlielSend fur 10 min bei Raumtemperatur gelagert. Zur Isol.erung der 
RNA wel dii Ko^lele i'Jstehend aus kationischer Verbindung und NuWeinsaure fQr 3 ; mj ^ 0 
fuatertund in 300 pi eines Putters enthaltend 6 M Guanidinhydrochlorid. 1 % (v/v) Non.det-P40 und 50 mM Tns HCL 
P H 7 0 autgenom men. Dann werden 400 p 9 Proteinase K zugegeben und der Ansatz fur 10 

300 u\ einer Losung enthaltend 80 % (v/v) Ethanol und 10 % (v/v) Nonidet-P40 versetzt und anschheBend auf eine 

n^Jnteu™^*™* mLnem Guanidinthiocyanat- und Ethanol-haltigen Waschpuffer gewaschen und zweimal 
m Sem^aa und Ethano.-haltfc,en Waschpuffer. Die spin-Saule wird fur 3 min b J 20000 x g 
Sna wtrd ansch.ieBend in 80 p. RNase-freiem Wasser. das ebenfa.te mrttels ^^^^SS^ 
wird eluiert Jeweils 25 pi des Eluates werden auf einem 1 .2 %igen Agarose/Formaldehyd Gel I auf getrennt (Abb_4 y 
^SnnfSSn 4 zeigt 5 Agarosegele der o.g. Reaktionsansatze. Die Buchstaben und Zahlen uber den Gelen 
geben die Konzentration der jeweiligen kationischen Verbindungen A b.s E an. wobe.: 

A: o-Xylylen-bis-decyldimethylammonium bromid 
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30 in 



40 



45 
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B: 
C 
D 
E: 



m-Xylylene-bis-decyldimethylammonium bromid 
p-Xylylen-bis-decyldimethylammonium bromid 

[1 ,8]-dimethylnaphthaleno ( alpha,alpha* -bis-dim bromid und 

Ethandiyl-1 ,2-bis(decyldimethylphosphonium bromid) 



5 



ist. Der Versuch zeigt, daB die o.g. kationischen Verbindungen zur Isolierung von RNA aus Plasma geeignet sind. Die 
Ausbeuten liegen zwischen 63 % (=3,2 fig) und 74 % (3,7 u.g) der eingesetzten RNA. 

Beispiel 1 9: Isolierung von RNA und genomischer DN A aus 1 x 1 0 6 HeLa Zellen mittels kationischer Verbindun- 
w gen mit zwei Stickstoff- Oder Phosphor-Zentren, verknupft uber eine Briicke bestehend aus einer aromatischen 
Verbindung oder Ethan 

[0130] 1 x 10 6 HeLa Zellen, gelOst in 500 ^l PBS-Puffer, werden mit 500 uJ einer LOsung der kationischen Verbin- 
dung A,B,C,D oder E (siehe unten) gemischt und anschlieBend fur 10 min bei Raumtemperatur gelagert. Zur Isolierung 

is der RNA werden die Komplexe bestehend aus kationischer Verbindung und NukleinsSure fur 3 min bei 1 530 x g abzen- 
trifugiert und in 300 fal eines Puffers enthaltend 6 M Guanidinhydrochlorid. 1 % (v/v) Nonidet-P40 und 50 mM Tris HCL 
pH 7,0 aufgenommen. Dann werden 400 Proteinase K zugegeben und der Ansatz fur 10 min bei 40°C inkubiert, mit 
300 til einer L6sung enthaltend 80 % (v/v) Ethanol und 10 % (vA/) Nonidet-P40 versetzt und anschlieBend auf eine 
Silica-Membran enthaltende spin-S£ule aufgetragen. Die Probe wird mittels Zentrifugation durch die Membran gefuhrt. 

20 Die spin-SSule wird einmal mit einem Guanidinthiocyanat- und Ethanol-haltigen Waschpuffer gewaschen und zweimal 
mit einem NaCI- und Ethanol-haltigen Waschpuffer. Die spin-SauIe wird fur 3 min bei 20000 x g trockenzentrifugiert. Die 
RNA wird anschlieBend in 80 ^il RNase-freiem Wasser, das ebenfalls mittels Zentrifugation durch die Membran gefuhrt 
wird, eluiert. Jeweils 25 fxl des Eluates werden auf einem 1 ,2 %igen Agarose/Formaldehyd Gel aufgetrennt (Abb. 5). 
[0131] Abbildung 5 zeigt 5 Agarosegele der o.g. Reaktionsansatze. Die Buchstaben und Zahlen uber den Gelen 

25 geben die Konzentration der jeweiligen Kationischen Verbindungen A bis E an, wobei: 

A: o-Xylylen-bis-decyldimethylammonium bromid 

B: m-Xylylen-bis-decyldimethylammonium bromid 

C: p-Xylylen-bis-decyldimethylammonium bromid 

30 D: [1 t 8]-dimethylnaphthaleno,aIpha,alpha ? -bis-dimethyldecyiammonium bromid und 

E: Ethandiyl-1, 2-bis(decyldimethylphosphonium bromid) 



35 Beispiel 20: Isolierung genomischer DNA aus Blut mittels kationischer Verbindungen mit zwei Stickstoff- oder 
Phosphor-Zentren, verknupft uber eine Brucke bestehend aus einer aromatischen Verbindung oder Ethan 

[0132] 0,5 ml Blut werden mit 0,5 ml der kationischen Verbindung A.B.C.D Oder E (siehe unten) gemischt und 
anschlieBend fur 10 min bei Raumtemperatur gelagert. Zur Isolierung der DNA werden die Komplexe aus kationischer 

40 Verbindung und DNA fur 3 min bei 1530 x g abzentrrfugiert. Das Pellet wird in 360 \i\ eines NaCI- und EDTA-haltigen 
Puffers aufgenommen, dann werden 400 ^1 Puffer AL (QIAGEN GmbH; Cat. No.: 19075) sowie 20 uJ Proteinase K (18 
mg/ml) zugegeben. Die Proben werden fur 1 0 min bei 65°C inkubiert, dann werden 420 jil Ethanol zugegeben und die 
Probe auf eine Silica-Membran enthaltende spin-Saule aufgetragen. Die Probe wird mittels Zentrifugation durch die 
Membran gefuhrt. Die Silica-Membran wird je einmal mit Puffer AW 1 (QIAGEN GmbH, Cat. No.: 19081) und einmal 

45 mit Puffer AW 2 (QIAGEN GmbH, Cat. No.: 19072) gewaschen. Die DNA wird mit 100 uJ Wasser eluiert. Je 25 uJ des 
Eluates werden auf einem 0,8 %igen Agarose/TBE Gel aufgetrennt (Abb. 6). 

[0133] Abbildung 6 zeigt 5 Agarosegele der o.g. Reaktionsansatze. Die Buchstaben und Zahlen uber den Gelen 
geben die Konzentration der jeweiligen Kationischen Verbindungen A bis E an, wobei: 

so A: o-Xylylen-bis-decyldimethylammonium bromid 

B: m-Xylylen-bis-decyldimethyiammonium bromid 

C: p-Xylylen-bis-decyldimethylammonium bromid 

D: [1 ,8]-dimethylnaphthaleno,alpha.alpha , -bis-dimethyldecylammonium bromid und 

E: Ethandiyl-1 ,2-bis(decytdimethylphosphonium bromid) 

55 

ist. Die Ausbeuten an genomischer DNA aus 0,5 ml Blut liegen zwischen 6 *ig und 1 1 ng. 
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Beispiel 21 : Stabilisierung von RNA in Plasma n***^* u . 

Phosphor-Zentren, verknupft O^w^SSJS?^ Verbindu "9 e " «- Stickstoff. Oder 
gepuffert mit einem Weinsaurepuffer im pH Ber^ch 4 I e " ier aromatisc ^ Verbindung oder Ethan, 

Raurntemperatur gelagert. Zur Isolierung der SaWJ Hi! J ^? °' 25 M Weinsau 'e P H 4 fur 24 Stunden bei 
Nuklansiure- fur 3 min bei 1530 x g ataX^^EE ^ K ' b n d ^ *J 
1 % frA) Nonidet-P40 und 50 mM 4 HCL pH 7 0 au^enommen nT ^ 8rthatand 6 M G "anidinhydrochtoTd 
der Ansatz wird fur 10 Minuten bei 40°C inkubtort" ? " We ' den 400 »* p «*einase K zugegeben und 
Nonidet-P40 versetzt und anscmZ^ Z^eml^^ 80 % < v/v > Eth ^' u5d 10 % (35 

m-ttetszemrifug^^ 

noNr.alt.gen Waschpuffer gewaschen undlj^^^n^^ e ! n ™' mrt einem Guanidinthiocyanat- und Eth£ 
wtrd for 3 min bei 20000 x g trockenzenWfuai^t 01^2^ . Und Ethano, - h a'tigen Waschpuffer. Die spin-Saule 
fells mitte.s Zemr^onLrch <M^Z^^^J^^ ^ ^ = ^ 

% gen Agarose/Formaldehyd-Gel aufgetrennt (Abb 7) * 25 ^ deS Eluates werd *" auf einem 1.2 

enthat. zugegeben -dfOr weitVlot^^^ M WeiSu^H 4 

[0136] Abbildung 7 zeigt 5 Agaroseaele dZTn rJI!? ,S °' ,ert we ^ beschrieben. 

9 *en die Konzentra,on Jr iJ«2*St SSSS^^JTSST ^ *" - 



o-Xylylen-bis-decyldimethylammoniumnbromid 
m-Xyty| e n-b,s-decyldimethylammoniunbromid 



ist. 



30 



35 



Patentanspruche 



40 



45 



aus einer biologischen Probe, umfassend den 



in 



Kontaktbringen der biologischen Probe mit mindestens 



X 

I 

R 2 



^3k 

I 



Rc 



einer kationischen Verbindung der Formel 



(I) 



(I) 



50 



samt ladungsneutral ist. *"Dstanz bestehend aus kat.omscher Vefcindung (I) und Anion insge- 

und wobei 



55 



X Stickstoff (N) oder Phosphor (P) bedeutet. 
k 



die ganze Zahl 1, 2, 3, 4, 5 6 7 8 9 
bedeutet, * ' ' 



10, 11, 12, 13. 14, 15. 16, 17, 18. 19, 20, 21, 22, 23 Oder 



24 
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w 



15 



20 



25 



30 



35 



45 



SO 



B k bezeichnet aliphatische Alkandiylbrucken, die an keinem, an einem Oder an mehreren Kohlenstoff-Ato- 
men substituiert sein konnen und in denen ein oder mehrere nicht benachbarte Kohlenstoff-Atome 
durch Sauerstoff ersetzt sein kbnnen, der Struktur 

-<CH 2 ) n -{OCH 2 ) m - 

wobei n, m unabh§ngig voneinander die ganze Zahl 0, 1, 2, 3, 4, 5 Oder 6 bedeutet und n + m > 0 ist, 
alternativ bedeutet 

B k eine substituierte Phenyl-, Naphthyl- Oder Biphenyl-Brucke, die zusatzlich an einem Oder an mehreren 
Kohlenstoff-Atomen substituiert sein kann, der Struktur 



oder 




(OCH^-fCH^ 



(OCH^-^Hjp 



oder 




— (CH,) n - (CH,0) m — < c ^) q < oc ^>» _ (C ^>p 



wobei n, m. I, p, q unabhSngig voneinander die ganze Zahl 0, 1,2, 3, 4, 5 oder 6 bedeutet, 

<° R-i, R 2 . Fbk- die identisch oder unterschiedlich voneinander sein konnen und die unsubstituiert oder an einem 

oder mehreren Kohlenstoff-Atomen substituiert sein kdnnen, bedeuten Wasserstoff, ein lineares oder ver- 
zweigtes C r Ce-Alkyl, ein lineares oder verzweigtes C-i-Ce-Alkenyl, ein lineares oder verzweigtes C r C 6 -Alki- 
nyl, ein Phenyl, ein Benzyl, ein Phenoxyethyl der Struktur 




(OCH,) n - Z ~(CH 2 ) m — 



wobei n, m unabhangig voneinander die ganze Zahl 0, 1,2, 3, 4, 5 oder 6 bedeutet und 

Z eine der Strukturen -O, -CO. -C0 2 -. -OCO-, -CO-N-, -N-CO-, -O-CO-N-, -N-CO-O-. -S-oder -S-S- 
55 bezeichnet. 

oder R 1f R 2 , R 3k bedeuten ein Phenyl, ein Benzyl, ein Phenoxyethyl der Struktur 
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(OCH^-CCH^ — 



10 wob ^i n, m unabhangig voneinander die ganze Zahl 0, 1 , 2, 3, 4, 5 Oder 6 bedeutet, 

r a. Rbk. Rc die identisch oder unterschiedlich voneinander sein konnen und die unsubstituiert Oder an einem 
Oder mehreren Kohlenstoff-Atomen substituiert sein konnen, bedeuten Wasserstoff, ein lineares Oder ver- 
zweigtes C r C 21 -Alkyl, ein lineares oder verzweigtes C r C 21 -Alkenyl, ein lineares Oder verzweigtes C.-Co^ 
15 Alkinyl, oder eine Struktur 

CH 3 ^CH 2 ) n -Z-<CH 2 ) m - 

wobei n, m unabhangig voneinander die ganze Zahl 0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 1 1 , 12, 13, 14, 15 16 17 
30 1 8, 19, 20, 21 1 22, 23 oder 24 bedeutet und 

Z eine der Strukturen -O-, -CO-. -C0 2 -, -OCO-, -CO-N-, -N-CO-, -O-CO-N-, -N-CO-O-, -S-oder -S-S- bezeich- 
net, 

25 alternate bilden R A und R c zusammen einen Rest R AC und somit eine cyclische Struktur 




40 wobei der Rest R AC , der unsubstituiert Oder an einem oder mehreren Kohlenstoff-Atomen substituiert sein 

kann, ein lineares oder verzweigtes d-Cg-Aikyl, ein lineares Oder verzweigtes C r C 8 -Alkenyl, oder ein lineares 
Oder verzweigtes C r C 8 -Alkinyl bedeutet, 

und wobei fur k > 1 die Bruckengruppen B k sowie die Gruppen R Bk und R 3k gleich oder verschieden vonein- 
ander sein konnen. 

45 

2. Verfahren nach Anspruch 1 , wobei Verbindungen der allgemeinen Formel (I) verwendet werden mit einem Anion A 
ausgewahlt aus der Gruppe: Fluorid, Chlorid, Bromid, Jodid, Perchlorat, Perbromat Periodat, Phosphat, Hydro- 
genphosphat. Dihydrogenphosphat, Sulfat, Thiosulfat, Hydroxid, Carbonsauren, a- Halogen -Carbonsauren 
und/oder Hydroxy-Carbonsauren 
so und wobei 

k bedeutet die ganze Zahl 1 , 2, 3, 4, 5 Oder 6, 

wobei fur den Fall, daB Bk eine substituierte Phenyl-, Naphthyl- oder Biphenyl-Brucke bezeichnet. n. m, I, p, q unab- 
55 hangig voneinander die ganze Zahl 0, 1 oder 2 bedeutet, 

R 1 . &zk> die identisch oder unterschiedlich voneinander sein konnen, bedeuten 
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die CyC 6 ~ Alky l-Gruppen methyl, ethyl, propyl, isopropyl, butyl, 1 -methylpropy I, 2-methylpropyl, 1,1<limethyle- 
thyl, n-pentyl, 1-methytbutyl, 2-methylbutyl, 3-methylbutyl, 1,1-dimethy (propyl, 1 ,2-dimethylpropyi, 2,2-dime- 
thylpropyl, 1-ethylpropyl, hexyl, 1-methylpentyl, 2-methylpentyl, 3-methylpentyl, 4-methylpentyl, 1,1- 
dimethylbutyl, 1 ,2-dimethylbutyl, 1,3-dimethylbutyt, 2,2-dimethylbutyl, 2,3-dimethylbutyl, 3,3-dimethylbutyl, 1- 
ethylbutyl, 2-ethylbutyl, 1,1,2-trimethylpropyl, 1 ,2, 2 -trim ethyl propyl, 1 -ethyl- 1 -methylpropyf und/oder 1-ethyl-2- 
methyl-propyi, 

und/oder die C 3 -C 6 -Alkenyl-Gruppen 2-propenyl (allyl), 2-butenyl t 3-butenyl, 1 -methyl -2-propenyl, 2-methyl-2- 
propenyl, 2-pentyl, 3-pentyl, 4-pentyl, 1 -methyl -2-buteny I, 2-methyl-3-butenyl, 3-methyl-3-butenyl, 1,1-dime- 
thyl-2-propenyl, 1 ,2-dimethyl-2-propenyl, 1 -ethyl-2-propenyl, 2-hexenyl. 3-hexenyl, 4-hexenyl, 5-hexenyl, 
methyl-2-pentenyl, 2-methyl-2-penteny1, 3-methyl-2-pentenyl, 4-methyl-2-pentenyl, 1 -methyl-3-pentenyl, 2- 
methyl-3-pentenyl, 3-methyl-3-pentenyl, 4-methyl-3-pentenyl, l-methyl-4-pentenyl, 3-methyl-4-pentenyl, 4- 
methyl-4-pentenyl, 1 , 1 -dimethyl-2-butenyl, 1 , 1 -dimethyl-2-butenyl, 1 , 1 -dimethyt-3-butenyl, 1 ,2-dimethyl-2- 
butenyl, 1 ,2-dimethyl-3-butenyl, l;3-dimethyl-2-butenyl, 1 ,3-dimethyl-3-butenyl, 2,2-dimethyl-3-butenyl, 2,3- 
dimethyl-2-ethyl-2-butenyl, 2-ethyl-3-butenyl, 1,1,2-trimethyl-2-propenyl, 1-ethy 1-1 -methyl -2-propenyl und/oder 
1 -ethyl-2-methyl-2-propenyl, 

und/oder die C 3 -C 6 -Alkinyl-Gruppen 2-propinyl (propargyl), 2-butinyl, 3-butinyl. 2-pentinyl, 3-pentinyl, 4-penti- 
nyl, 3-methyl-2-butinyl, 2-hexinyl, 3-hexinyl, 4-hexinyl, 5-hexinyl, 3-methyl-2-pentinyl, 4-methyl-2-pentinyl, 2- 
metriyl-3-pentinyl, 4-methyl-3-pentinyl, 1 -methyl-4-pentinyl, 1,1-dimethyl-2-butinyl, 1,1-dimethyl-2-butinyl, 1,1- 
dimethyl-3-butinyl, 1,2-dimethyl-3-butinyi, 1 ,3-diinethyl-2-butinyl, 2,2-dimethyl-3-butinyl, 1 -ethyl-2-butinyl, 1- 
ethyl-3-butinyl, 2-ethyl-3-butinyl und/oder 1-ethy 1-1 -methyl -2-propinyl 

und/oder die Gruppen Benzyl. Phenylethyl, Phenylpropyl, Phenylisopropyl Phenylisobutyl, Phenoxymethyl, 
Phenoxyethyl, Phenoxypropyl. Phenoxyisopropyl, Phenoxybutyl, Phenoxyisobutyl der Struktur 



wobei n, m unabhangig voneinander die ganze Zahl 0, 1 oder 2 bedeutet 
und 

r a> R Bk. R c» die identisch oder urtterschiedlich voneinander sein kOnnen, bedeuten 

die linearen oder verzweigten C 8 -C 2 o-Alkyl-Gruppen octyl, decyl, undecyl, dodecyl, tridecyl, tetradecyl, penta- 
decyl, hexadecyl, heptadecyl, octadecyl, nonadecyl und/oder eicosyl 

und/oder die linearen oder verzweigten C 8 -C2o*Alkenyl-Gruppen octenyl, decenyl, undecenyl, dodecenyl, tri- 
decenyl, tetradecenyl, pentadecenyl, hexadecenyl, heptadecenyl, octadecenyl, nonadecenyl und/oder eicose- 
nyl 

und/oder die linearen oder verzweigten C 8 -C 2 o-Alkinyl-Gruppen octinyl, decinyl, undecinyl, dodecinyl, trideci- 
nyl, tetradecinyl, pentad eciny I, hexadecinyl, heptadecinyl, octadecinyl, nonadecinyl und/oder eicosinyl 

und/oder eine Struktur 



wobei n, m unabh&ngig voneinander sind und n die ganze Zahl 2, 3 oder 4 bedeutet und m die ganze Zahl 8, 
9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16. 17 Oder 1 8 bedeutet und 

Z eine der Strukturen -O-. -CO-. -OCO-. -CO-N- oder -N-CO- bezeichnet. 

3. Veriahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei eine oder mehrere der mit R A , R Bk? und Rq bezeichneten Gruppen die 
Struktur 




CHa-KCH^-^CH;,), 



35 
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CH 3 -^CH 2 ) n -0-<CH 2 ) m — 



5 

o 



10 



O 

OWCH^ -O-C — <CH,) m — 



O 
il 



CH,-<CH,)n -C-0-(CH,) m — 



O 

20 CH,-(CH,) n -NH-C-(CH,) m — 

oder 

o 

II 

OWCH^n -C-NH-(C^) m — 

bedeutet. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei R 1t R 2 und/oder R 3k die Allyl-Gruppe bedeuten. 

Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei kationische Verbindungen der allgemeinen Formel 
(0 verwendet werden mil einem Anion A ausgewahlt aus der Gruppe: Bromid, Jodid, Perchlorat Hydrogenphos- 
phat, Sulfat, Acetat. Trifluoroacetat, Trichloroacetat, Benzoat, Oxalat. Succinat, Phthalat, Citrat, Tartrat, Maleat, 
Malonat, Fumarat. 
und wobei 

k die ganze Zahl 1 oder 2 bedeutet, 

B k bezeichnet die aliphatischen C 2 -C 4 -Alkandiylbrucken Ethan-1,1-diyl, Ethan-1,2-diyl, Propan-1,1-diyl, Pro- 
40 pan-1,2-diyi, Propan-1,3-diyl, Butan-t,1-diyl, Butan-1,2-diyl, Butan-1,3-diyl und/oder Butan-1,4-diyl, 

R 1» R 2> R3k bedeuten methyl, ethyl oder hydroxyethyl, 

R A , B Bk , R c bedeuten die linear en C 8 -C 20 -Alkyl-Gruppen octyl, decyl, undecyl, dodecyl, tridecyl, tetradecyl, 
45 pentadecyl, hexadecyl, heptadecyl, octadecyl, nonadecyl und/oder eicosyl. 

6. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei R-| , R 2 und R3 k identisch sind und/oder R A , R Bk und 
Rc identisch sind und/oder f ur k > 1 die Bruckengruppen B K identisch sind. 

so 7. Verfahren nach einem der vorhergehenden Anspruche, wobei die Kohlenstoff-Atome der Gruppen R 1p R 2 , R 3k , R A , 
R^ und R c mit einem oder mehreren Halogenatomen, insbesondere einem oder mehreren Fluor-Atomen, 
und/oder einer oder mehreren primaren, sekundaren und/oder tertiaren Hydroxyigruppen und/oder einer oder 
mehreren -SH, -NH 2 , - NH- und/oder =N- Gruppen substituiert sind, wobei die Substituenten untereinander iden- 
tisch oder nicht identisch sein konnen. 

55 

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei ein oder mehrere der Kohlenstoff-Atome der Gruppen R 1( R 2 , R 3k , R A , R Bk ur| d 
Rc, die nicht direkt an eines der Stickstoff-Atome oder Phosphor-Atorne der Verbindung 
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Ri 

I 

R 2 



I 



Rc 



(») 



10 

gebunden sind, substituiert sind. 

9. Verlahren nach einem der vorhergehenden AnsprQche, wobei die aliphatischen und/oder aromatischen Kohlen- 
is stoff-Atome der Bruckgruppen B k mit einem oder mehreren Halogenatomen, insbesondere Fluor-Atomen, 
und/oder einer oder mehreren primSren, sekundaren und/oder tertiaren Hydroxylgruppen und/oder einer oder 
mehreren -SH, -NH 2 , -NH- und/oder =N-Gruppen und/oder einer oder mehreren linearen oder verzweigten CyC 4 - 
Alkylgruppen substituiert sind, wobei die Substituenten untereinander identisch oder nicht identisch sein k6nnen. 

20 10. Veiiahren nach Anspruch 9, wobei ein oder mehrere der aliphatischen und/oder aromatischen Kohlenstoff-Atome 
der Bruckgruppen B|< mit einer oder mehreren Methyl-, Ethyl-, Propyl-, i-Propyl-, Butyl-, 2-Methylpropyl- und/oder 
tert.-Butyl-Gruppe substituiert sind. 



25 



30 



35 



40 



45 



50 
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11. Verlahren nach einem oder mehreren der vorstehenden Anspruche, wobei als kationische Verbindung Ethandiyi- 
1,2-bis(dimethyldecylammoniumbromid) verwendet wird. 

12. Veiiahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 10, wobei als kationische Verbindung Propandiyl-1,2- 
bis(dimethyldecylammoniumbromid) verwendet wird. 

13. Verlahren nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 10, wobei aJs kationische Verbindung Ethandiyl-1,2- 
bis(dimethyltetradecylammoniumbromid) verwendet wird. 

14. Veiiahren nach einem oder mehreren der vorstehenden Anspruche 1 bis 10, wobei als kationische Verbindung 
N,N',N"-Tridecyl-N,N I N\N , \N"-pentamethyl-bis-(2-ammonioetrTyl)ammoniumbr^ verwendet wird. 

15. Veiiahren nach einem der vorstehenden Anspruche, wobei die mindestens eine kationische Verbindung der Probe 
in Form eines Feststoffs zugegeben wird. 

16. Verlahren nach einem der Anspruche 1 bis 14, wobei die mindestens eine kationische Verbindung der Probe in 
Form einer Losung zugegeben wird, wobei bevorzugt mindestens 0,001 Volumen, weiterhin bevorzugt mindestens 
0,01 Volumen, besonders bevorzugt mindestens 0,05 Volumen und insbesondere 1 Volumen der Losung der Probe 
zugegeben werden. 

17. Verlahren nach Anspruch 16, wobei die Losung der mindestens einen kationischen Verbindung eine Konzentration 
von 0,01% bis Sattigung, bevorzugt 0,5 bis 5%, besonders bevorzugt 2 bis 4% aufweist. 

18. Verlahren nach einem der vorstehenden Anspruche, wobei das Verlahren weiterhin den tolgenden Schritt aufweist: 

Vermischen der mindestens einen kationischen Verbindung mit der biologischen Probe. 

19. Verlahren nach einem der vorstehenden Anspruche, wobei zur direkten Isolierung von Nukleinsauren nach dem 
Vermischen inkubiert, bevorzugt 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert wird. 

20. Verlahren nach einem der vorstehenden Anspruche, wobei der mindestens einen kationischen Verbindung 
und/oder dem gebildeten Komplex aus NukieinsSure und kationischer Verbindung(en) weitere Mittel zur Unterstut- 
zung der Lyse und/oder Mittel zur Homogenisierung und/oder Mittel zur mechanischen Einwirkung und/oder Mittel 
zur enzymatischen Einwirkung zugefugt werden. 
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21. Verfahren nach Anspruch 20, wobei die Mittel zur Unterstutzung der Lyse Alkohole, insbesondere verzweigte oder 
unverzweigte C1- bis C4-Alkanole, wie Isopropanol, Aldehyde, insbesondere niedere C1- bis C4-Aldehyde, ver- 
zweigt Oder unverzweigt, wie z.B. Glyocal. Phenole, Phenolderivate, ionische, zwitterionische und nichtionische 
Detergentien, Sulfhydryl reduzierende Reagenzien, insbesondere Dithiothreitol, Phosphorsaurederivate, ins- 

5 besondere Tributylphosphat, chaotrophe Reagenzien wie Harnstoff, Carbonsauren, wie z.B. Zitronensaure Oder 

Malonsaure, oder einfache Salze, wie Ammoniumsalze Oder Alkaliphosphate, sind, die einzeln Oder in Kombination 
vorliegen kOnnen. 

22. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, wobei die gebildeten Komplexe aus Nukleinsaure und katio- 
10 nischer Verbindung(en) durch Zentrifugation sedimentiert werden. 

23. Verfahren nach Anspruch 22, wobei die Zentrifugation bei niedrigen g-Zahlen, insbesondere 500 bis 5000 g, fur 3 
bis 10 Minuten durchgefuhrt wird. 

75 24. Verfahren nach Anspruch 22 und/oder 23, wobei der Komplex in dem gebildeten Sediment in einem Puffer aufge- 
lost wird. 

25. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 24, wobei die Komplexe aus NukleinsSure und kationischer Verbin- 
dung(en) durch Vakuum, Oberdruck, Zentrifugation oder KapillarkrSfte auf der Oberf iache einer Membran konzen- 

20 triert werden. 

26. Verfahren nach Anspruch 25. wobei die auf der Oberfiache einer Membran konzentrierten Komplexe zur Freiset- 
zung der Nukleinsauren aufgelSst und die freigesetzten Nukleinsauren wiederum auf einer Membran, bevorzugt 
derselben Membran, gebunden werden. 

25 

27. Verfahren nach einem der vorstehenden Anspruche, wobei die biologische Probe eine Lebensmittelprobe ist die 
freie oder gebundene Nukleinsauren oder nukleinsaurehaltige Zelien enthalt, eine Umweltprobe ist, die freie oder 
gebundene Nukleinsauren oder nukleinsaurehaltige Zellen enthalt, ein zellfreies Probenmaterial, eine Suspension 
von Zellen, Viren, Bakterien oder Hefen, ein Gewebe jeder Art oder eine kiinische Probe, wie Blut, Plasma, Serum, 

30 Sperma, Sputum, Urin, Faeces, Leukozytenfraktionen, Crusta Phlogistica oder Abstriche, sowie eine Pflanze oder 
ein Pf lanzenteil oder freie Nukleinsauren sein kann. 

28. Verfahren nach Anspruch 1, umfassend nach dem Schritt des Inkontaktbringens der biologischen Probe mit der 
(den) kationischen Verbindung(en) die folgenden weiteren Schritte: 

35 

Zusatz geeigneter Mittel zur Unterstutzung der Lyse und/oder zur enzymatischen Einwirkung und/oder mecha- 
nischen Einwirkung auf die zusammengefuhrte Probe/kationische Verbindung(en), 

Mischen der erhaltenen Probe, 

40 

Sammeln der Komplexe aus NuWeinsaure und kationischer Verbindung auf dem Boden eines GefaBes oder 
an einer Membran durch Zentrifugation, Vakuum, Oberdruck und/oder Kapillarkrafte. 

gegebenenfalls Waschen der Komplexe mit einer geeigneten Waschldsung unter Einsatz von Zentrifugation, 
45 Oberdruck, Vakuum und/oder Kapillarkraften, 

gegebenenfalls Zugabe einer geeigneten Reagentienlosung, 

Aufldsung der Komplexe zur Freisetzung der Nukleinsauren unter nicht bindenden oder bindenden Bedingun- 
50 gen und 

Isolierung der freigesetzten Nukleinsaure. 

29. Kit zur Stabilisierung und/oder Isolierung von Nukleinsauren, umfassend mindestens eine kationische Verbindung 
55 wie definiert in einem oder mehreren der vorstehenden Anspruche 1 bis 14. 

30. Kit nach Anspruch 29, umfassend weiterhin geeignete Puffer. 
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31. Kit nach einem der Anspruche 29 und/oder 30, wobei das Kit weiterhin geeignete Mittel zur Unterstutzung der Lyse 
und/oder Mittel zur Aufreinigung und/oder Mittel zur enzymatischen Einwirkung und/oder Mittel zur mechanischen 
Einwirkung enthalt. 

32. Verwendung einer Verbindung wie definiert in einem der Anspruche 1 bis 14 zur Stabilisierung und/oder Isolierung 
von NukleinsSuren. 

33. Verwendung einer Verbindung wie definiert in einem der Anspruche 1 bis 14 in einem automatisierten Verfahren 
zur Stabilisierung und/oder Isolierung von NuWeinsSuren. 

34. Komplex, enthaltend eine NukleinsSure und mindestens eine kationische Verbindung, wie definiert in einem der 
Anspruche 1 bis 14. 

35. Pharmazeutische Zusammensetzung, enthaltend mindestens eine kationische Verbindung wie definiert in einem 
15 der Anspruche 1 bis 14 oder einen Komplex nach Anspruch 34. 

36. Diagnostische Zusammensetzung, enthaltend mindestens eine kationische Verbindung wie definiert in einem der 
Anspruche 1 bis 1 4 oder einen Komplex nach Anspruch 34. 

20 37. Zusammensetzung fur die Forschung, enthaltend mindestens eine kationische Verbindung, wie definiert in einem 
der Anspruche 1 bis 14 oder einen Komplex nach Anspruch 34. 

38. Kationische Verbindung wie definiert in einem der Anspruche 1 bis 14. 

25 



30 



35 



40 



45 



50 



55 



39 

BNSDOCID: <EP 1031626A1 J_> 



EP 1 031 626 A1 



Abbildung 1 : Intaktheit der RNA 

Alle Proben werden in Doppelbestimmungen angesetzt . Jeweils 
30 pi des Eluates werden in einem 1,2 %igen 
Agarose /Formaldehyd/MOPS-Gel auf getrennt . 

Spur 1: Langenraarker 0,24 - 9,5 kB 

Spur 2/3: HeLa-RNA stabilisiert mit Ethandiyl-1, 2- 

bis (dimethyldecylammoniumbromid) 
Spur 4/5: Kontrolle 

Spur 
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Abbildung 2 



Zitronensaure 

pH-Wert 



10 min RT 
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Abbildung 3: 



10 min RT 



24 h 



48 h 



Abbildung 4: 

Kationische Verbindung: ABC 
Konzentration % (w/v): 2 5 2 5 5 

I 
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Abbildung 5: 

Kationische Verbindung: A 
Konzentration % (w/v): 1 2 



genomische DNA 

28SRNA 
18SRNA 



0,1 




Kationische Verbindung: 
Konzentration % (w/v); 1 



genomische DNA 

28SRNA 
18SRNA 



D 
2 



0,1 




Abbildung 6: 

Kationische Verbindung: A B C 0 E 

Konzentration % (w/v): 5 0.1 2 2 0 
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Abbildung 7: 



Kafonische Vertmdung: 
Konzentrafon % (w/v): 



B 
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